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IHMISEN SYNNYNNÄISEN IMMUNITEETIN 
TUTKIMINEN MITTAAMALLA E.COLI-BAKTEERIN 
EMITTOIMAA BIOLUMINESENSSIA 
Ihmisen immuniteetti jaetaan synnynnäiseen ja hankittuun immuniteettiin. Immuniteetin 
puolustusmekanismit jaetaan kahteen strategiaan: soluvälitteiseen ja humoraaliseen 
puolustukseen. Synnynnäinen immuniteetti toimii aina periaatteessa samalla tavalla, samalla 
voimakkuudella. Hankittu immuniteetti käyttää immunologista muistia, jonka ansiosta elimistö 
pystyy puolustautumaan taudinaiheuttajia vastaan spesifisemmin, kun kyseessä on elimistölle jo 
kertaalleen tuttu patogeeni. Ihmisen immuunijärjestelmän elimet jaetaan primaarisiin (luuydin ja 
kateenkorva) sekä sekundaarisiin (perna, imusolmukkeet, nielurisat sekä suolen, mahalaukun ja 
hengitysteiden limakalvot) kudoksiin. Veren valkosolut eli leukosyytit ovat tärkeimpiä 
immuniteetin soluja. Ne jaetaan monosyytteihin, granulosyytteihin, lymfosyytteihin, NK-soluihin, 
syöttösoluihin sekä dendriittisoluihin. Granulosyytit jaetaan basofiilisiin, eosinofiilisiin ja 
neutrofiilisiin. Monosyytit erilaistuvat kudoksissa makrofageiksi. Makrofagit ja eosinofiiliset sekä 
neutrofiiliset granulosyytit ovat fagosyytteejä. Lymfosyytit ovat hankitun immuniteetin soluja ja 
ne jaetaan B- ja T-lymfosyytteihin. Fagosyytit osaavat tunnistaa mikrobeja ja vieraita aineita, 
syödä ne ja tappaa. Tätä kutsutaan fagosytoosiksi. Komplementti on osa humoraalista 
puolustusta. Se koostuu noin 20:sta plasman proteiinista. Komplementti aktivoi fagosytoosia, 
hävittää kohdesoluja lyyttisen reaktiotien avulla sekä päällystää tuhottavien kohdesolujen pinnat 
eli opsonisoi ne. 
Työssä tutkittiin ihmisen synnynnäisen immuniteetin toimintaa. Työssä mitattiin Escherichia coli-
bakteerin tapon tehokkuutta ja mittaukset suoritettiin luminometrilla. Luminometri soveltuu 
erinomaisesti bakteerin tapon mittaamiseen, sillä bakteerin lähettämä valo on suoraan 
verrannollinen solumäärään. Lisäksi tappokokeissa bakteerin lähettämän valon väheneminen 
on suoraan verrannollinen tapettujen solujen määrään. Työssä tutkittiin pelkän fagosytoosin 
aiheuttamaa bakteeritappoa, opsonisaation vaikutusta tähän, pelkän seerumin sisältämän 
komplementin aiheuttamaa bakteeritappoa, lipopolysakkaridin ja parasetamolin vaikutusta 
fagosytoosiin ja opsonisaatioon sekä komplementin vaihtoehtoisen reaktiotien tappovaikutusta. 
Tutkimus keskittyi neutrofiilisten granulosyyttien aiheuttamaan fagosytoosiin sekä seerumin 
komplementtitappoon ja opsonisaation vaikutukseen fagosytoosissa. Saadut tulokset eivät 
poikenneet kirjallisuudesta ja lopullinen johtopäätös olikin, että ihmisen synnynnäinen 
immuniteetti tarvitsee toimiakseen sekä soluvälitteisiä puolustusmekanismeja (fagosytoosi) sekä 
humoraalisia puolustusmekanismeja (komplementti). 
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Saara-Liisa Aarnio 
STUDY ON HUMAN INNATE IMMUNE SYSTEM BY 
MEASURING BIOLUMINESCENCE EMITTED BY 
E.COLI 
The human immune system is divided into the innate immune system and the adaptive immune 
system. The defence mechanisms of the immune system can be divided into two strategies: 
cellular mechanisms and humoral mechanisms. The innate immune system always operates 
essentially in the same way, with the same intensity. The adaptive immune system uses 
immunological memory which helps the organism to defend itself more specifically when the 
same pathogen attacks again. The organs of the human immune system are divided into 
primary (bone marrow and thymus) and secundary (spleen, lymph nodes, tonsils and bowel, 
stomach and respiratory mucosa) tissues. White blood cells, leukocytes, are the most important 
immune cells. They are divided into monocytes, granulocytes, lymphocytes, NKcells, 
mastocytes and dendritic cells. Granulocytes are divided into basophilic, eosinophilic and 
neutrophilic granulocytes. Monocytes differentiates into macrophages in tissues. Macrophages 
and eosinophilic and neutrophilic granulocytes are phagocytic cells. Lymphocytes are adaptive 
immune cells and they are divided into B- and T-lymphocytes. Phagocytes can identify microbes 
and forigin matter and eat and kill them. This is called phagocytosis. Complement system is part 
of the humoral immune system. The complement system is composed of 20 plasma proteins. It 
activates phagocytosis, kills off the target cells via lytic pathways and surrounds the target cells, 
i.e. opsonizates them. 
The main objective of the present study was to examine the working performance of innate 
immune system. In the study was measured the killing efficiency of the innate immune system 
by measuring the reductioning of Escherichia coli by luminometer. The luminometer is suited for 
this measurement because luminescence is directly proportional to the number of the cells. In 
addition the reduction of luminescence is directly proportional to the number of cells killed. The 
influence of phagocytosis on the elimination of the bacterial infection, the effect of opsonization 
on the efficiency of the elimination, the influence of serum, the effect of lipopolysaccharide and 
paracetamol on phagovytosis and opsonization, and the response to infection of the alternative 
pathway of the complement system were studied. The study was focused on the phagocytosis 
of neutrophils and on the complement system and the influence of opsonization on 
phagocytosis. The results did not differ from the literature and the final conclusion was that 
human innate immunity needs both the cellular defence mechanisms (phagocytosis) and the 
humoral defence mechanisms (complement system) to operate at its best. 
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1 JOHDANTO 
Ihmisen immuniteettia on tutkittu laajasti vuosituhansien ajan ja ensimmäinen 
merkittävä immunologinen havainto tehtiin jo muinaisessa Kreikassa 
Peloponnesoksen sotien aikaan (n. 430 eKr), jolloin huomattiin, että ruton 
aiemmin sairastaneet henkilöt sairastuivat tautiin toistamiseen vain hyvin 
harvoin. Lopulta vuonna 1798 Edward Jenner käynnisti immunologian oppialan 
ja tätä seurasi rokottamisen läpimurto. Vasta-ainetutkimuksen edelläkävijät Emil 
von Behring ja Shibasaburo Kitasato kehittivät sereologian eli opin seerumin 
vasta-aineista ja muista immunilogisista tekijöistä. Ensimmäinen lääketieteen 
Nobel palkinto myönnetiinkin Von Behringille vuonna 1901. (1)  
Selkärankaislla on kyky puolustautua virulentteja mikrobeja vastaan erityisen 
järjestelmän avulla, jota kutsutaan immunologiseksi järjestelmäksi. Tämä kyky 
perustuu immunologisten solujen taitoon tunnistaa erilaisia elimistölle vieraita 
rakenteita ja hyökätä niitä vastaan. Tämän lisäksi elimistöllä on useita liukoisia 
tekijöitä, jotka osaltaan toimivat itsenäisesti ja myös tukevat soluvälitteistä 
immuniteettia. Myös erilaiset välittäjäyhdisteet toimivat elimistössä 
viestintuojina, kun sitä vastaan hyökätään. Immuniteetti toimii sekä 
synnynnäisen että hankitun immuniteetin mukaan. Synnynnäinen immuniteetti 
muodostaa ensimmäisen puolustuslinjan kamppailussa tunkeilijoita vastaan ja 
immunologisen muistin mukaan työskentelevä hankittu immuniteetti osaa 
puolustautua jo entuudestaan tuttuja hyökkääjiä vastaan. Immuniteettiin 
voidaan lukea mukaan myös immunologiset elimet sekä kudokset ja niiden 
yleispuolustusmekanismit, kuten ihon eritteet ja pH. 
Minun panokseni immunologian tieteelliseen tutkimukseen on ollut tutkia ja 
mitata bakteerihyökkäyksen aiheuttamaa synnynnäisen immuniteetin toimintaa 
erilaisissa koetilanteissa. Tehty tutkimus on toteutettu mitaamalla 
bioluminesoivaa E.coli-bakteeria ja tutkimalla luonnollisen immuniteetin 
aiheuttamaa bakteeritappoa. Tutkimuksen perimmäinen tarkoitus on ollut 
kartoittaa synnynnäisen immuniteetin mekanismeja ja etenkin fagosytoosin ja 
komplementin yhteisvaikutuksia bakteeritartunnan aikana. Tutkimus tehtiin 
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toimeksiantona Turun yliopiston, biokemian laitoksen, immunokemian 
laboratoriolle. 
Työssä on tutkittu pelkän fagosytoosin aiheuttamaa bakteeritappoa, 
opsonisaation vaikutusta tähän, pelkän seerumin sisältämän komplementin 
aiheuttamaa bakteeritappoa, lipopolysakkaridin ja parasetamolin vaikutusta 
fagosytoosiin ja opsonisaatioon sekä komplementin vaihtoehtoisen reaktiotien 
tappovaikutusta. Tulokset on esitelty kuvioin ja taulukoin.  
Mittaukset suoritettiin luminometrillä ja verinäytteitä tutkittiin mikroskopoimalla. 
Verinäytteistä tehtiin Giemsa-värjäyksellä värjättyjä sivelyverinäytteitä ja 
mikroskopoimalla selvitettiin neutrofiilisten granulosyyttien määrä 
kokonaisleukosyyttimäärästä.. Leukosyyttien kokonaismäärä voitiin selvittää 
Bürker-Türkin solulaskukammion avulla sekä laskemalla ne sivelyverinäytteistä. 
2 IHMISEN IMMUUNIJÄRJESTELMÄ 
Ihminen puolustautuu ulkoisia uhkatekijöitä vastaan puolustusjärjestelmällään, 
jota kutsutaan immuunijärjestelmäksi. Immuunijärjestelmän tarkoituksena on 
löytää ja tuhota elimistöön pyrkivät tai sinne päässeet taudinaiheuttajat ja 
vierasaineet. Puolustautuminen perustuu siihen, että tunkeilijat ovat ihmisen 
elimistön kannalta vieraita. 
Immuunijärjestelmä voidaan jakaa synnynnäiseen ja hankittuun immuniteettiin. 
Toisaalta sitä voidaan tarkastella myös humoraalisen eli liukoisen ja 
soluvälitteisen jaon kautta.  Synnynnäinen immuniteetti toimii joka kerta samalla 
tavalla, samalla nopeudella ja samalla tehokkuudella. Hankittuun immuniteettiin 
liittyy immunologinen muisti, jonka ansiosta hankittu immuniteetti voi kehittyä 
voimakkaammaksi ja tehokkaammaksi. Hankittu immuniteetti voimistuu jokaisen 
antigeenin ja immuunijärjestelmän solun kohtaamisen myötä. Jako 
humoraaliseen ja soluvälitteiseen immuniteettiin tehdään sen perusteella, 
leviävätkö puolustusmekanismit elimistössä nestevirtauksissa olevien liukoisten 
molekyylien välityksellä vai hankitun immuniteetin solujen toiminnan välityksellä 
(1). 
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2.1 Immunologiset elimet 
Ihmisen immuunijärjestelmän elimet ovat: perna, imusolmukkeet, luuydin, 
kateenkorva, nielurisat sekä suolen (Peyerin levyt), mahalaukun ja 
hengitysteiden limakalvot. Lymfaattinen kudos voidaan jakaa vielä primaariseen 
ja sekundaariseen imukudokseen. Primaarista imukudosta on luuytimessä ja 
kateenkorvassa ja sekundaarista muissa immunologisissa elimissä. (2) Kuvasta 
1 nähdään elinten sijainnit ihmiselimistössä. Suomennokset kuvan nimityksille: 
adenoids=kitarisat, tonsils=nielurisat, thymus=kateenkorva, lymph 
nodes=imusolmukkeet, spleen=perna, Peyer’s patches= Peyerin levyt, bone 
marrow=luuydin, appendix=umpilisäke, lumpfatic vessels=imusuonet.    
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Kuva 1. Immuunijärjestelmän elimet (3) 
Perna sijaitsee vatsaontelon yläosassa, mahalaukun takana. Se on kaarevan 
muotoinen. Pernakudos muodostuu valkoisesta ja punaisesta ytimestä. 
Valkoinen ydin on tavallista imukudosta ja sitä on etenkin valtimoiden ympärillä. 
Punaista ydintä on laskimoiden ympärillä. Veren punasolut vaeltavat pernan 
punaiseen ytimeen, jossa vioittuneet ja vanhat yksilöt tuhoutuvat.  (4) 
Tuhotuista punasoluista jää solujätettä, jota varten pernan punaisessa ytimessä 
partioi runsaasti makrofageja. Makrofagit eli syöjäsolut poistavat jätteen. (5) 
Imunestettä eli lymfaa virtaa elimistön imuteissä, jotka päättyvät 
imusolmukkeisiin. Imuneste tulee imusolmukkeeseen sen kuperalta puolelta. 
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Imusolmukkeen koveralla puolella on yksi imusuoni, joka vie imunestettä 
eteenpäin ja lopulta se virtaa takaisin verenkiertoon. Imusolmukkeissa olevat 
syöjäsolut puhdistavat imunestettä vieraista aineista ja mikrobeista. (5) 
Luuydin sijaitsee pitkien luiden sisällä. Noin 10 % luuytimen soluista on 
lymfosyyttejä. Aikuisilla luuydin toimii leukosyyttien synnyinpaikkana, josta ne 
siirtyvät kypsymään sekundaarisiin imukudoksiin, kuten pernaan ja 
imusolmukkeisiin. (6) Osa luuytimen erilaistumattomista lymfosyyteistä matkaa 
kateenkorvaan, jossa ne kypsyvät T-soluiksi (5).    
Nielu- ja kitarisoissa on myös lymfaattista kudosta. Niitä kutsutaan perifeerisen 
lymfaattisen järjestelmän elimiksi. Perifeerisen lymfaattisen järjestelmän elimet 
ottavat kiinni elimistölle vieraita aineita, yrittävät tuhota niitä ja käynnistävät 
immuunireaktion. (5) 
Suolen limakalvon Peyerin levyt sisältävät muun muassa B- ja T-soluja (7). 
Suolen limakalvon lisäksi myös mahalaukussa ja hengitysteissä on lymfaattista 
kudosta. 
2.2 Immuunijärjestelmän solut 
Veren syöjäsolut eli leukosyytit ovat valkosoluja, joiden toiminta on osana 
synnynnäistä immuniteettia. Leukosyytit voidaan edelleen jakaa monosyytteihin 
ja granulosyytteihin. Monosyytit erilaistuvat kudoksissa makrofageiksi. 
Granulosyyteillä on mikroskooppisia jyväsiä eli granuloita solulimassaan. 
Granulosyytit voidaan jakaa mikroskooppisen ulkonäkönsä perusteella 
basofiilisiin, eosinofiilisiin ja neutrofiilisiin. Myös lymfosyytit ovat valkosoluja, 
mutta ne liittyvät hankittuun immuniteettiin. 
Eräillä immunologisilla soluilla on kyky esitellä antigeeneja, jota vastaan 
puolustus alkaa toimia. Tällaisia antigeeniesittelysoluja ovat makrofagit, 
dendriittisolut ja kypsät B-solut, jotka esittelevät antigeenin pinnassaan olevan 
MHC-proteiiniin liittyneenä. (2) 
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Synnynnäisen immuniteetin mekanismit toistuvat aina samanlaisina. Tämä 
johtuu yksinkertaisesti siitä, että kohteesta, jota vastaan puolustaudutaan, ei jää 
muistijälkeä. Synnynnäiseen immuniteettiin voidaan laskea kuuluvaksi epiteelit, 
elimistön pH:t, entsyymit ja elimistön eritteet. Spesifisemmät synnynnäiset 
puolustusmekanismit ovat komplementti, eräät tunnistinmolekyylit ja syöjäsolut.  
Synnynnäisen immuniteetin solut kykenevät tunnistamaan muutamia 
kohderakenteita, kuten bakteerien soluseinärakenteita, lipopolysakkaridia (LPS) 
sekä muutamia sokerirakenteita, esimerkiksi mannaania (1). 
Hankitun immuniteetin avulla selkärankaiset pystyvät tunnistamaan antigeenejä 
eli tiettyjä kohderakenteita ja toimimaan niitä vastaan. Mikrobitapossa hankittu 
immuniteetti auttaa synnynnäistä immuniteettia. Hankitun immuniteetin soluja 
ovat B-lymfosyytit, jotka erilaistuvat vasta-aineita erittäviksi plasmasoluiksi 
immuunivasteen aikana. Myös T-solut liittyvät hankittuun immuniteettiin. Ne 
voidaan jakaa auttaja-T-soluihin ja tappaja-T-soluihin. Hankittu immuniteetti 
perustuu immunologiseen muistiin ja jokainen kohtaaminen saman antigeenin 
kanssa vahvistavat ja nopeuttavat immuunivastetta. Sairastettu infektio tai 
rokotus antavat molemmat suojan uusintainfektiota vastaan ja rokottamalla 
voidaankin saada infektioita häviämään kokonaan, kuten esimerkiksi 
tuhkarokolle on käynyt Suomessa (1).  
Synnynnäinen ja hankittu immuniteetti toimivat yhdessä. Elimistön täytyy ensin 
tunnistaa mikrobi, jonka jälkeen komplementti ja fagosytoosi aktivoituvat. 
Toimiva immuunijärjestelmä ilmenee tulehdusreaktiona. Vasta-aineiden ja T-
solureseptorien reagoitua kohteidensa kanssa, ne luovuttavat sytokiineja eli ns. 
välittäjämolekyylejä, joiden ansiosta tulehdussolut ja komlementtijärjestelmä 
sekä mahdolliset muut mekanismit aktivoituvat. Välittäjämolekyylien ansiosta 
informaatio välittyy kudosten muille soluille. Tämän seurauksena esimerkiksi 
sileä lihaskudos supistuu sekä verisuonet laajenevat ja niiden läpäisevyys 
paranee. Lopulta voidaan havaita tulehdusreaktiolle tyypilliset oireet: kuumotus, 
punotus ja turvotus. (1) 
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Elimistössä on olemassa myös ns. luonnollisia tappajasoluja eli NK-soluja (NK-
solut, suuret granulaariset lymfosyytit = LGL). Ne erittävät aineita, joilla ne 
voivat tappaa muuntuneita kehon soluja, vaikka ne eivät kykenekään 
spesifiseen reseptorivälitteiseen antigeenin tunnistukseen. (1) Niissä 
yhdistyykin synnynnäinen ja hankittu vastustuskyky. NK-solut ja T-tappajasolut 
toimivat yhteistyössä etenkin virusinfektoituneiden solujen ja syöpäsolujen 
tuhoamisessa. (2) 
Elimistössä on myös punasoluja ja verihiutaleita eli trombosyyttejä. Punasolut 
kuljettavat vasta-aineiden muodostamia immunokomplekseja maksaan ja 
pernaan, jossa ne joutuvat eliminoitavaksi. Trombosyyttien tehtävänä on 
immobilisoida immunokomplekseja ja näin estää niiden leviäminen elimistöön. 
(1) 
2.3 Synnynnäinen immuniteetti 
2.3.1 Ihon ja limakalvojen osuus puolustautumisessa 
Ensimmäinen vaihe synnynnäisessä puolustautumisessa on ihon ja 
limakalvojen aiheuttama kynnys mikrobeille, jonka jälkeen seuraa toinen vaihe 
eli kudosten puolustautuminen omien mekanismiensa puitteissa. 
Puolustautuminen on mekaanista ja kemiallista. Puolustusjärjestelmän pitää 
myös tunnistaa kohde, jota vastaan se puolustautuu, jota varten elimistössä 
onkin omat molekyylinsä ja reseptorinsa. 
Ihon uloin kerros, epidermi eli orvaskesi on jatkuvasti tyvestään uusiutuvaa 
kerrostunutta levyepiteeliä. Epidermin uusiutuessa, siirtyy sen soluja jatkuvasti 
kohti pintaa. Ihon hyvä suoja tunkeutujia vastaan perustuu epidermin tiiviyteen 
ja rikkipitoiseen keratiiniproteiiniin, jota syntyy epidermin uusiutuessa. (5) 
Ihon alhainen pH, rauhasten eritteet ja sen vähäinen kosteus estävät mikrobien 
kasvua. Etenkin talirauhasten erittämä, rasvahappoja sisältävä tali, auttaa ihoa 
hylkimään vettä ja suojautumaan mikrobeilta. 
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Eräät limakalvot, kuten virtsatiet, poskiontelot ja välikorva ovat steriilejä 
mikrobeista, mutta osalla limakalvoista, kuten suussa ja paksusuolessa elää 
laaja mikrobikasvusto, normaalifloora. Normaaliflooran mikrobit kilpailevat 
patogeenisten mikrobien kanssa mm. elintilasta ja ravinnosta, joten ne 
suojelevat elimistöä niiden hyökkäyksiltä. Tällaista elimistön vakaata sisäistä 
tasapainoa kutsutaan homeostaasiksi(kreik. homoios=samanlainen, 
stasis=pysähdys) (2). Limakalvoilla on myös muita mikrobien kasvua estäviä 
tekijöitä, kuten entsyymejä ja limakalvon eritteiden pH. Lysotsyymi on yksi 
limakalvojen tärkeimmistä entsyymeistä, sillä se kykenee pilkkomaan 
bakteerien pinnan peptidoglykaanirakennetta. Lysotsyymiä on sekä 
kyynelnesteessä, jolloin se suojelee silmiä ja kyynelkanavia bakteeri-infektioilta 
että myös syljessä ja nenänielueritteissä. (1) Myös neutrofiilien fagolysosomit 
sisältävät lysotsyymiä, jolla ne tappavat mikrobeja. 
Myös muualla elimistössä on omanlaiset mekanisminsa pitää patogeeniset 
mikrobit loitolla. Keuhkojen ja hengitysteiden epiteeli on erikoista hengitystie-
epiteeliä, jonka pinnan värekarvat kuljettavat limaa poispäin keuhkoista noin 12 
kertaa sekunnissa. (5) Liman mukana myös mikrobit kulkevat kohti nielua ja sitä 
kautta ruoansulatuskanavaan, jossa ne tuhoutuvat muun muassa 
mahahappojen ansiosta. Myös sappihapoilla on tehtävänsä liuottaessaan 
mikrobien solukalvoja. (1) Virtsatiet pysyvät puhtaana mikrobeista virtsan 
huuhteluvaikutuksen ansiosta.   
2.3.2 Kudosten puolustautumismekanismit 
Kuten aikaisemmin todettiin, lysotsyymi on puolustuksen kannalta tärkeä 
entsyymi, jonka tehtävänä on pilkkoa bakteerien peptidoglykaania. Sitä 
tuottavat monet rauhaset, kuten sylkirauhaset. Myös fagosyytit tuottavat 
lysotsyymiä. 
Bakteerit tarvitsevat kasvaakseen rautaa. Esimerkiksi E.coli-bakteeri on 
turvannut raudansaantinsa tuottamalla enterokeliini-nimistä 
raudansitojavalkuaista. Elimistön oman seerumin rautaa sitovan valkuaisen, 
15 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Saara-Liisa Aarnio  
transferriinin affiniteettia voisi verrata E.coli-bakteerin tuottaman enterokeliinin 
affiniteettiin. (1) 
Fagosyytit ovat soluja, joiden tehtävänä on niellä sisäänsä vieraita rakenteita, 
jotka elimistö tuhoaa solunsisäisillä tappojärjestelmillään (1). Fagosytoosi onkin 
komplementin ohella synnynnäisen immuniteetin vahvin lenkki. 
Veren seerumi sisältää joukon valkuaisia, joita kutsutaan yhteisnimellä 
komplementiksi. Komplementin aktivoituessa valkuaiset synnyttävät 
tulehdusreaktion ja vaurioittavat mikrobien solukalvoja. (1) Komplementti voi 
aktivoitua joko klassisen aktivaatioreitin kautta, oikotieaktivaationa eli 
vaihtoehtoista reaktiotietä tai lektiinireitin kautta. 
C-reaktiivisen proteiinin eli CRP:n määrä lisääntyy elimistössä vallitsevan 
tulehduksen aikana. Sitä kutsutaan akuutin vaiheen proteiiniksi ja sen määrää 
mitataan seerumista. Tämän maksan tuottaman proteiinin pitoisuus seerumissa 
voi akuutin tulehduksen aikana olla 100 – 1000-kertainen. (1) 
2.3.3 Synnynnäisen immuniteetin solut 
Puolustukseen osallistuvista soluista tärkeimmät ovat leukosyytit eli valkosolut. 
Ne voidaan jakaa fagosyytteihin eli syöjäsoluihin, lymfosyyteihin eli imusoluihin 
sekä tulehdusreaktiota voimistaviin soluihin (basofiilit ja syöttösolut). (1) 
Fagosyyttejä ovat neutrofiiliset granulosyytit, monosyyteistä kehittyvät 
makrofagit sekä eosinofiiliset granulosyytit. 
Suurin osa veren valkosoluista on neutrofiilejä. Osa niistä on kiinnittyneenä 
verisuonten seinämiin, joista ne voivat siirtyä tarvittaessa kudoksiin, mutta 
suurempi osa neutrofiileistä on varastoituneena luuytimeen. 
16 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Saara-Liisa Aarnio  
 
Kuva 2. Verisively, ihminen. Wrightin värjäys (8) 
Kuvassa 2 nähdään neutrofiilinen granulosyytti punasolujen ympäröimänä. 
Tuma on tyypillisesti useampilohkoinen. Solulima on heikosti vaaleanpunainen. 
Solussa on pieniä atsurofiilisiä jyväsiä.  
 
Kuva 3. Neutrofiilinen granulosyytti (8) 
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Neutrofiilien tuma on moniosainen, kuten kuvasta 3 voi havaita. Neutrofiilileillä 
on myös primaareja atsurofiilisiä ja sekundaarisia spesifisiä rakkuloita, jotka 
ovat solunsisäisiä rakkuloita. Primaariset rakkulat ovat lysosomeja. Ne 
sisältävät myeoloperoksidaasia, antibakteerisia peptidejä ja proteolyyttisiä 
entsyymejä, joita käytetään solutappoon. Sekundaarisissa rakkuloissa on 
lysotsyymiä ja laktoferriinia. (1) 
Granulosyytit eivät pysty tuhoamaan solunsisäisiä mikrobeja yhtä hyvin kuin 
makrofagit, mutta ne ovat tehokkaita tuhoamaan mikrobeja akuutissa 
tulehdusreaktiossa. (1) 
Makrofagit ovat monosyyteistä eli mononukleaarisista fagosyyteistä kypsyneitä 
syöjäsoluja. Kypsyttyään makrofagit asettuvat elimistön kudoksiin, joissa ne 
ovatkin varsin pitkäikäisiä.  
Makrofagit pitävät elimistöä puhtaana mikrobien ohella myös vieraista 
partikkeleista, kuten keuhkoihin joutuvista pölyhiukkasista. Nielaistuaan 
mikrobin, makrofagit toimivat myös soluvälitteisen immuniteetin esittelijäsoluina, 
jolloin ne kuljettavat nielaisemansa mikrobin antigeeneja pinnassaan olevaan 
MHC-2-molekyyliin ja näin esittelevät MHC-2-antigeeniyhdistelmän auttaja- T-
soluille ja B-soluille (5). 
Synnynnäiseen immuniteettiin kuuluvat myös dendriittisolut, jotka osallistuvat 
antigeeniesitteyyn. Niitä on iholla sekä hengitysteiden ja suoliston limakalvoilla. 
Dendrtiittisoluja kutsutaan myös Langerhansin soluiksi. Dendriittisolut nielevät 
tunkeilijoita valejalkojensa avulla ja pilkkovat niitä sisällään, jonka jälkeen 
dendriittisolu esittelee tunkeutujan antigeeneja MHC-2-pintaproteiinin avulla 
vastaavasti kuin makrofagi. 
Eosinofiilit puolustavat elimistöä fagosytoitaviksi liian suurilta kohteilta, kuten 
loisilta lysosomaalisten rakkuloidensa sisältämien voimakkaiden entsyymien 
avulla. Eosinofiilisten granulosyyttien tehtävänä on myös toimia välittäjäsoluina 
allergisissa reaktioissa. (1). 
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Kudoksissa olevat syöttösolut (mastosyytit) toimivat elimistön hälytyskelloina 
esim. allergisessa reaktiossa. Basofiilit kiertävät veressä ja nekin toimivat 
syöttösolujen kanssa äkillisissä tulehdus- ja allergiareaktioissa vapauttamalla 
rakkuloidensa sisältämiä tulehdusta aiheuttavia aineita, kuten histamiinia, 
prostaglandiinijohdannaisia sekä leukotrieeneja. Kun basofiilin pinnan IgE-
reseptoreihin on tarttuneena IgE-luokan vasta-aineita ja nämä reagoivat 
antigeeninsa (allergeenin) kanssa, syntyy tulehdus. (1)  
2.3.4 Komplementti 
Komplementin tehtävänä on tuhota kehoon tunkeutuneita mikrobeja ja vieraita 
aineita sekä välittää tulehdusreaktioita (1). Komplementin tärkeimmät tehtävät 
on esitelty taulukossa 1. Komplementtijärjestelmä koostuu noin 20 
komplementtiproteiinista (2). Komplementin proteiinit aktivoituvat 
”vesiputousmaisesti” ja reaktio voimistuu joka askeleella. Komplementtien 
reaktiot ovat tarkoin säädeltyjä, etteivät elimistön omat solut vaurioituisi (2). 
Aktivaatioteitä on kolme erilaista: Klassinen aktivaatiotie, lektiinitie ja 
oikotieaktivaatio eli vaihtoehtoinen reaktiotie. Klassinen aktivaatioreitti aktivoituu 
vasta-aineiden laukaisemana, mutta se voi laueta myös epäspesifisesti 
esimerkiksi jonkun bakteerin pintarakenteen ansiosta. Oikotieaktivaatio ja 
lektiinitie eivät vaadi vasta-aineiden läsnäoloa. Oikotieaktivaatio on 
periaatteessa jatkuvasti pienessä mittakaavassa käynnissä. Tämän takia 
kyseinen reitti on patogeenin kohdatessaan erittäin nopea ja niin kauan kuin 
aktivaatioon tarvittavia komponentteja riittää ja vaihtoehtoista reittiä aktivoivaa 
pintaa on tajolla, aktivaatio etenee mikrobin pinnalla. (1) Lektiinitie perustuu 
lektiinin kykyyn tunnistaa mannoosia ja sitoa sitä itseensä. Klassinen 
aktivaatiotie on hitain vaihtoehto silloin, kun kyseessä on primaarivaste ja vasta-
aineet muodostuvat ensimmäistä kertaa. Seuraavilla kerroilla vasta-aineet ovat 
jo valmiiksi muodostuneena ja klassisen tien aktivaatio on yhtä nopeaa kuin 
oikotien, mutta vielä spesifisempää, sillä vasta-aineet huolehtivat 
kohderakenteiden tunnistamisesta. Oli aktivaatioreitti mikä hyvänsä, 
komplementin jälkeen seuraa aina lyyttinen reaktiotie, joka päättyy niin sanotun 
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membraaneja tuhoavan kompleksin muodostumiseen (membrane attack 
complex eli MAC). (1) 
Järjestelmän aktivaatiota voisi kuvailla sarjaksi, jossa edeltävän tapahtuman 
tuote aktivoi seuraavan tekijän ja tämä toistuu uudelleen ja uudelleen. Kuten 
aikaisemmin mainittiin, komplementtireaktio voimistuu eli amplifikoituu 
aktivaation edetessä, silloin kun proteolyyttinen entsyymi vie aktivaatiota 
eteenpäin. Komplementti osaa suojata elimistön omia soluja 
tuhoamisvaikutukseltaan liukoisilla aktivaation estäjillä ja omien solujen kalvoilla 
olevilla suojamolekyyleillä. Harmittavasti myös monet mikrobit osaavat suojata 
itseään komplementilta. (1) 
Vasta-aineluokat IgG1, IgG3 ja IgM aktivoivat parhaiten komplementtia. Mitä 
paremmin vasta-aine sitoo klassisen tien ensimmäistä tekijää sitä paremmin se 
myös aktivoi komplementtijärjestelmää. (1) 
 
Kuva 4. Komplementin klassisen tien aktivaation päävaiheet (1) 
Klassisen tein komplementtireaktio voidaan Meren mukaan (1) jakaa neljään 
osaan:  
1. Vasta-aineiden tarttuminen kohderakenteisiinsa. Vasta-ainemolekyylin 
Fc-osa ja ensimmäisen komponentin C1:n osa, C1q:n kuusi nuppumaista osaa 
tarttuvat toisiinsa ja tämä johtaa C1q:ssä tapahtuvaan allosteeriseen 
muodonmuutokseen, joka taas aktivoi C1:ssä olevan C1r-entsyymin. C1r aktivoi 
C1s:n. C1s: substraatteja ovat C4 ja C2. C4 aktivoituu C1s:n pilkkoessa siitä 
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pienen palan, jota kutsutaan C4a:ksi. Jäljelle jäävä, suurempi pala on nimeltään 
C4b. 
2. C3- ja C5- konvertaasi. C4b tarttuu kohteen (mikrobin) pintaan 
kovalenttisella sidoksella. Mikäli Mg2+ on läsnä, voi C2 tarttua C4b:n kylkeen. 
Tämän jälkeen C2b-osa pilkkoutuu pois ja lopputuloksena syntyy aktiivinen 
proteolyyttinen entsyymi, C4bC2a. Tämä on klassisen tien pääentsyymi, joka 
kykenee aktivoimaan suuren määrän C3- ja C5- molekyylejä. Konvertaasissa 
poistuu C3a- ja C5a- palasia, jotka ovat ns. anafylatoksiineja ja aiheuttavat 
tulehdusta.  
3. C3b- depositio. C3a- palan poistuttua C3:sta muodostuu C3b- 
molekyylejä, joilla on vahva taipumus tarttua kovalenttisesti kohteen pintaan. 
C3b:n tehtävänä on myös tarjota plasmasta poimimiaan C5- molekyylejä 
C4bC2a- entsyymin pilkottavaksi. 
4. MAC eli membrane attack complex. C5 on pilkkoutunut C5a:ksi ja 
C5b:ksi. C5b on membraanin tuhoamiskompleksin ydin. Sen sitoessa itseensä 
C6:n ja C7:n, muodostuu osittain hydrofobinen C5b67- kompleksi, joka 
hakeutuu tuhottavalle solukalvolle. Tähän sitoutuu yksi C8- molekyyli ja 3 – 18 
kpl C9- molekyylejä. Molemmissa tapahtuu suuri muodonmuutos ja plasmassa 
normaalisti pallomaisina olevat molekyylit muuttuvat pitkänomaisiksi ja 
polymerisoituvat. Nyt ne voivat tunkeutua kohteen solukalvon sisään. Tämä on 
MAC, jonka ansiosta tuhottavan kohteen solukalvoon syntyy ioneja läpäisevä 
reikä. 
Klassisen tien aktivaatiota voi aiheuttaa myös C- reaktiivinen proteiini (CRP) eli 
ns. akuutin vaiheen proteiini. Tällainen tilanne voi olla esimerkiksi 
primaarivasteen aikana, jolloin komplementtia aktivoivat vasta-aineet eivät ole 
vielä muodostuneet. CRP:n laukaisemana komplementti etenee yleensä vain 
C3-vaiheeseen, koska CRP edistää C3b- molekyylin inaktivaatiota iC3b- 
molekyyliksi. Fagosyyttien pinnalla on paitsi Fc- reseptori, joka sitoo CRP:tä, 
myös iC3b- reseptori. Näin CRP:n voidaan katsoa osallistuvan sekä apoptoosin 
että tulehduksen tai muun solu- tai kudosvaurion aikaansaamien jälkien 
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korjaamiseen aluksi komplementin aktivoimisella ja myöhemmin edistämällä 
hajonneiden rakenteiden fagosytoosia. (1) 
Lektiiniaktivaatiotie on nimetty mannoosia sitovan lektiinin (MBL) mukaan. C1q- 
molekyyli on rakenteeltaan MBL:n kaltainen eli sen rakenteessa alayksiköissä 
on kollageenia muistuttava kierteinen rakenne ja sokeria sitova lektiinidomeeni. 
Tällainen rakenne on myös kollektiineiksi kutsutuilla proteiineilla. Lektiinitiessä 
MBL ei sido C1r- ja C1s- molekyylejä, vaan MASP1-, -2- ja 3- nimisiä 
proteiineja. Niistä MASP1 ja MASP2 ovat seriiniesteraaseja. MASP2:n 
tehtävänä on pilkkoa C4- ja C2- molekyylejä ja MASP1:n pitäisi pilkkoa C3- 
molekyylejä, jos mahdollista. (1) 
Alle 2-vuotiailla lapsilla, jotka ovat sairastaneet vaikeita ja toistuvia infektioita ja 
joiden vasta-ainemuodostus ei ole vielä täysin kypsynyt, on havaittu normaalia 
enemmän MBL:n puutoksia (1). 
Oikotieaktivaatio on nopein komplementin laukaiseva reitti. Komplementti 
käynnistyy oikotieaktivaation kautta muutaman minuutin kuluttua oikotien 
tekijöiden kohdattua aktivaattorin, joita voivat olla esim. mikrobien polysakkaridit 
ja keinotekoiset pinnat. 
 
Kuva 5. Komplementin oikotieaktivaation kulku (1) 
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Oikotieaktivaation vaiheet, kuvaa 5 mukaillen (1): 
1. C3:ssa hydroysoituu siinä oleva tioesterisidos itsestään ja muodostuu 
”muuntunut C3” eli C3(H2O). D pilkkoo B:n Bb:ksi ja C3(H2O) pystyy sitomaan 
sitä. Näin syntyy C3(H2O)Bb, joka on aktiivinen C3-konvertaasientsyymi. 
2. C3(H2O)Bb pilkkoo C3-molekyylin C3a:ksi ja C3b:ksi. C3b:n 
tarkoituksena olisi sitoutua pintaan, jossa on tarjolla sitoutumiseen tarpeellinen 
hydroksyyli- (tai amino-) ryhmä, mutta jollei tällaista löydy, C3b muuttuu 
liukoiseksi C3b:ksi, joka inaktivoidaan C3bi:ksi. Jos pinta löytyy ja Mg2+ on 
läsnä, sitoutuu tekijä B C3b:hen. 
3. D pilkkoo B:n Bb:ksi. Näin saadaan syntymään oikotien C3/C5 
konvertaasientsyymi C3bBb. Properdiini (P) stabiloi C3b:n ja Bb:n 
muodostamaa kompleksia, joka vahvistaa C3bBb:n toimintaa. C3bBb:n 
tehtävänä on pilkkoa suuri määrä C3-molekyylejä C3b:ksi, jotka voivat taas 
tartuttuaan lähellä olevaan pintaan osallistua uusien C3-konvertaasientsyymien 
muodostukseen. Fagosyyttien pinnassa on C3b-reseptoreita ja C3b:n 
päällystettyä kohdesolun pinta itsellään, osaavat fagosyytit tunnistaa sen. 
4. C5:n sitouduttua C3b:hen, pilkkoo C3bBb C5:n C5a:ksi ja C5b:ksi, jonka 
jälkeen loppuvaihe voi käynnistyä samalla tavalla kuin klassisessa 
aktivaatiossa. 
Sekä klassinen että oikotie aikaansaavat C5:n pilkkoutumisen, joka taas 
käynnistää komplementin loppuaktivaation ja membraanin tuhoamiskompleksin 
(MAC). Kompleksi aiheuttaa halkaisijaltaan n. 10 nm:n reiän kohdesolukalvoon, 
jonka ansiosta kohdesolu kuolee osmoottiseen hajoamiseen. (1) 
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Taulukko 1. Komplementin tärkeimmät tehtävät (1) 
1. Mikrobien lyysis (MAC) 
2. Opsonisaatio (C3b, C4b, C1q) 
3. Tulehdusreaktion välttäminen (C5a, C3a, C5b-9) 
• Välittäjäaineiden vapauttaminen syöttösoluista 
• Sileän lihaksen supistaminen 
• Verisuonten läpäisevyyden lisääminen 
4. Kemotaksis ja fagosyyttien aktivaatio (C5a) 
5. Immunokompleksien ja muiden molekyyliaggregaattien käsittely (C3b, C4b, 
CR1) 
6. Vaurioituneiden solurakenteiden (apoptoottiset ja nekroottiset solut) 
eliminaatio 
7. Spesifisen immuunivasteen voimistaminen (C3d:llä päälystyneiden 
antigeenien kuljetus imusolmukkeiden B-soluille) 
 
Komplementin aktivaatiossa vapautuvilla peptideillä on useita vaikutuksia. 
Luultavasti C2b:n vaikutuksena on hiussuonten läpäisevyyden lisääntyminen. 
C3a ja C5a aiheuttavat histamiinin vapautumisen syöttösoluista ilman IgE:n 
apua. Niitä voisikin kutsua voimakkaasti anafylaktisiksi peptideiksi. Ne 
aiheuttavat myös verisuonten läpäisevyyden lisääntymistä ja sileän 
lihaskudoksen supistumista. C5a on erittäin tehokas tulehdusten välittäjä ja 
myös kemotaktinen aine. Lisäksi se houkuttelee neutrofiilejä, jotka vaeltavat 
tulehduspaikalle C5a:n konsentraatiogradienttia pitkin. Lisäksi C5a aktivoi 
tehokkaasti neutrofiilejä. (1) 
Opsonisaation tarkoituksena on tehdä mikrobin fagosytoinnista helpompaa 
päällystämällä sen pinta tietyillä molekyyleillä. Fagosyyttien pinnalla on 
reseptoreita, jotka ovat C1q-, C3b-, iC3b- ja C4b-spesifisiä. Kun fagosyytti 
törmää jollakin näistä molekyylistä päällystettyyn mikrobiin, sen reseptorit 
tunnistavat kohteen ja fagosytoivat sen. Lisäksi fagosyytit tunnistavat vasta-
aineiden Fc-osia reseptoreillaan. Oikotieaktivaatiossa kohdepinta päällystetään 
C3b- ja iC3b- molekyyleillä fagosytoosia varten. Monien patogeenisten 
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mikrobien vastustuskyky komplementtia vastaan perustuu juuri siihen, että ne 
kykenevät häiritsemään tai kokonaan estämään komplementin aktivaation C3-
tasolla. Esimerkiksi srteptokokki-A kykenee tähän. (1) 
Komplementin tehtävänä on myös ehkäistä isokokoisten immunokompleksien 
muodostumista. Immunokomplekseja muodostuu esimerkiksi vasta-aineiden 
reagoidessa ravinnosta tulevien aineiden kanssa. Suuria aggregaatteja syntyy 
vasta-aineiden sitoessa antigeeneja kahteen tai useampaan kohtaan itsessään, 
jolloin muodostuu ns. antigeeni-vasta-ainekomplekseja. C4b- ja C3b-molekyylit 
tarttuvat komplekseihin ja ehkäisevät niiden sakkautumista. (1) 
Kuten aikaisemmin todettiin, komplementin molekyyleillä päällystetyt kompleksit 
tulevat fagosytoiduiksi. Ne voivat myös kulkeutua punasolujen mukana pernaan 
ja maksaan, jossa makrofagit tuhoavat ne. Punasolujen ikä määräytyy siis sen 
mukaan kuinka hyvin ne pystyvät sitomaan komplementin komplekseja ja 
kuljettamaan niitä maksaan.  
Kun komplementtijärjestelmä kohtaa vieraita antigeeneja, tartuttaa se niihin 
kovalenttisesti tekijää C3b. Tämä inaktivoituu proteolyyttisesti iC3b:ksi ja sen 
jälkeen C3d:ksi. B-lymfosyytit ja dendriittisolut osaavat tunnistaa C3b:llä ja 
C3d:llä päällystettyjä antigeeneja. Päällystyksellä on apua, paitsi antigeenien 
kuljetuksessa imusolmukkeisiin, myös sitoutumisessa B-solujen 
antigeenireseptoriin. Komplementti siis tehostaa hankittua immuniteettia 
voimistamalla vasta-aineita ja takaamalla, että antigeenin jättämät muistijäljet 
jäävät varmasti talteen. C3-puutteisia koe-eläimiä on tutkittu ja on havaittu, että 
niiden vasta-ainevaste saattaa jäädä primaarivasteen tasolle. (1) 
2.3.5 Akuutin vaiheen proteiinit 
Seerumista voidaan mitata ns. akuutin vaiheen proteiineja (CRP), joiden määrä 
lisääntyy radikaalisti tulehduksen tai kudostuhon yhteydessä. Monet näistä 
valkuaisista vaikuttavat puolustusmekanismien käynnistymiseen. Makrofagit 
erittävät interleukiineja 1 ja 6, jotka kuuluvat sytokiineihin (1). Sytokiinit ovat 
solujen välisiä viestiaineita. CRP tehostaa puolustusjärjestelmiä, auttaa 
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ehkäisemään suuria kudosvaurioita (proteaasien estäjät) sekä nopeuttaa 
paranemista (1). 
Akuutin vaiheen proteiinit voidaan jakaa kahteen ryhmään. C-reaktiivinen 
proteiini eli CRP on ensimmäisen ryhmän tärkein jäsen. CRP:n tuottaminen 
maksassa lisääntyy esim. bakteeri-infektion vaikutuksesta. Seerumin 
amyloiditekijät A (SAA) ja P (SAP) voidaan luokitella kuuluvaksi samaan 
ryhmään CRP:n kanssa. Seerumissa on myös valkuaisia, joiden pitoisuus ei 
kasva yhtä radikaalisti kuin edellä mainittujen, vaan noin 1,5 – 3-kertaisesti 
lähtötasoon nähden ja nämä muodostavat akuutin vaiheen proteiinien toisen 
ryhmän. Tällainen proteiini on esim. C3. (1) 
2.3.6 Fagosytoosi 
Fagosytoivat leukosyytit osaavat niellä kohteensa ja tappaa sen rakkuloissaan 
olevilla aineilla. Ihmisen fagosyytit osallistuvat myös elimistön puhtaanapitoon 
eliminoimalla elimistön vanhentuneita ja vaurioituneita soluja. Granulosyytit 
(neutrofiilit ja eosinofiilit) sekä mononukleaariset fagosyytit (monosyytit ja niistä 
kehittyvät makrofagit) ovat ihmisen tärkeimmät fagosytoivat solut. Veressä 
partioivat granulosyytit tappavat mikrobeja nopeasti ja tehokkaasti, mutta ns. 
solunsisäisille mikrobeille ne eivät ole omiaan. Makrofagit ovat erikoistuneet 
puolustamaan elimistöä veren ulkopuolisissa kudoksissa ja ovat tehokkaita 
solunsisäisten mikrobien tappamisessa. Joskus patogeeniset mikrobit 
kykenevät säilymään hengissä makrofagin sisällä. 
Fagosyytit houkutellaan tulehduspaikalle kemotaksian avulla ja niiden reseptorit 
aktivoituvat tunnistamalla mikrobien pintarakenteita suoraan. Joskus reseptorit 
pitää aktivoida komplementtitekijöiden tai vasta-aineiden avulla. Esimerkkeinä 
kemotaktisista aineista mainittakoon komplementin C5a-polypeptidi, joka on 
vahvin ihmisestä mitattu kemotaktinen aine, sekä N-formyylimetioniini, joka on 
peräisin bakteerien peptideistä. (1) 
Fagosyyttien pinnan reseptorit ovat vahva-affiniteettisia kemotaksisille aineille. 
Fagosyyttien solunsisäinen signaalijärjestelmä aktivoituu, kun ligandi tarttuu 
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reseptoriin. Näin fagosyyttien liikkuvuus ja tarttumiskyky lisääntyvät sekä ne 
aktivoivat solunsisäisen tappojärjestelmänsä. (1) 
Mikrobien rakenteet, joita fagosyytti pystyy tunnistamaan suoraan, ovat usein 
sokereita, kuten mannoosi ja galaktoosi. Makrofageilla on myös lektiinien 
kaltaisia sokereita tunnistavia pääteosia reseptoreissaan (1). 
Mikäli fagosyytti ei kykene tunnistamaan kohdettaan suoraan, täytyy sen saada 
tietoa fagosytoitavasta kohteesta komplementti- tai vasta-aineiden avulla. 
Tällainen on tilanne kapselillisten bakteerien kanssa. Meren mukaan (1): 
”Kohdesolu opsonoidaan vasta-aineilla tai komplementtitekijöillä (tavallisesti 
C3b tai iC3b). Vasta-ainemolekyylit tarttuvat mikrobin pintaan tunnistaessaan 
siinä oman antigeeninsa. Fagosyyteillä on reseptoreita vasta-aineiden Fc-
häntäosalle. Fc-reseptorit (FcγRI-3) tunnistavat ensisijaisesti IgG-luokan vasta-
aineita. Myös IgA:n Fc-osalle on olemassa reseptori, FcαR.” 
 
Fagosytoosin vaiheita ovat (1): 
1. Opsonisaatio ja fagosyytin aktivoituminen 
2. Tarttuminen 
3. Nieleminen 
4. Lysosomin fuusio 
5. Mikrobin tappo 
6. Mikrobituotteiden vapauttaminen 
Kun fagosyytti on sitonut mikrobin itseensä, sen nieleminen tapahtuu joko 
passiivisesti absorptiolla tai aktiivisella sisäänotolla. Aktiiviseen sisäänottoon 
tarvitaan energiaa, joka saadaan anaerobisesta glykolyysistä (1). Fagosyytti 
nielaisee mikrobin muodostamalla sen ympärille valejalkojensa avulla pussin. 
Pussin kuroutuessa umpeen, mikrobi jää solunsisäisen rakkulan eli fagosomin 
sisään. Fagosyytin sisällä on lysosomeja, jotka sisältävät mikrobia pilkkovia 
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entsyymejä. Fagosomi ja lysosomi fuusioituvat ja lysosomin entsyymit alkavat 
pilkkoa mikrobia. Fagosyytit pystyvät synnyttämään mikrobeille myrkyllisiä 
reaktiivisia happityhdisteitä, kuten vapaita radikaaleja, myös käynnistämällä 
itsessään hapesta riippuvaisia tappomekanismeja. (1) 
Typpioksidi, jota syntyy typpioksidisyntaasista, on myös tehokas tuhoamaan 
mikrobeja fagosyyttien sisällä. Lisäksi neutrofiileillä on rakkuloissaan pieniä, 
bakterisidejä kationisia peptidejä, defendiinejä, jotka pysytvät rei’ittämään 
mikrobien solukalvoa ioneja läpäiseväksi tarttumalla sen pinnalle. (1) 
Fagosytoosi ei riitä tappamaan kaikkia mikrobeja. Esimerkiksi mykobakteerit 
pelastuvat kuolemalta erityisen soluneinämärakenteensa ja 
lysosomivastustuskykynsä avulla. (1). Gram-negatiivisten bakteerien 
lipopolysakkaridi saattaa aktivoida makrofageja tehokkaampaan tappoon. T-
lymfosyyttien tuottamat gammainterferonit lisäävät myös makrofagien 
mikrobitappoa. (1) Fagosytoosi on kuitenkin hallittu tapa poistaa mikrobeita 
elimistöstä. Mikäli tällaista mikrobisolujen nielemistä ja fagosyytin sisällä 
tapahtuvaa tuhoamista ei olisi, kuolisimme varmasti sepsikseen alta 
aikayksikön. 
2.4 Hankittu immuniteetti 
Lymfosyytit ovat hankitun immuniteetin soluja. Lepovaiheessaan ne oleskelevat 
imusolmukkeissa, pernassa, ohutsuolen imukudoksessa, luuytimessä sekä 
kateenkorvassa (1). Sikiöllä T-lymfosyytit myös kypsyvät kateenkorvassa (5). 
Lymfosyytit ovat pieniä muistisoluja, jotka aktivoituvat puolustusvaiheen ajaksi 
ja jakautuvat kohdattuaan antigeeninsa. Osa lymfosyyteistä voi elää 
vuosikausia jakautumatta. Lymfosyyttien päätyypit ovat B- ja T-lymfosyytit. T-
lymfosyytit voidaan jakaa edelleen auttaja-T-soluihin ja tappaja-T-soluihin. 
3 GRAM-NEGATIIVISET BAKTEERIT 
Bakteereiden kykyä aiheuttaa sairautta sanotaan virulenssiksi ja keskeinen 
virulenssitekijä on niiden tarttumiskyky kohteeseen, eli adheesio. Bakteereilla 
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on usein fimbrioita, joiden avulla ne tarttuvat kohteeseensa, eli vaikkapa 
limakalvolle. Bakteereilla voi olla myös uimasiimoja, eli flagelloja, joiden avulla 
ne pystyvät liikkumaan. Bakteerien pariutuminen tapahtuu pilusten avulla, jotka 
ovat pariutumiseen erikoistuneita karvoja. Pariutuessaan bakteerit siirtävät 
perintöainestaan bakteerista toiseen. Bakteerit elävät usein hyvin epäedullisissa 
oloissa, jolloin ne tarvitsevat erilaisia selviytymismuotoja, joista mainittakoon 
itiö, joka on bakteerien lepomuoto. Bakteerit sisältävät omaa DNA:ta ja RNA:ta, 
hiilihydraatteja, proteiineja ja lipidejä. Bakteereilla on myös aina solukalvo, 
mutta bakteereilla ei ole tumaa. Gram-negatiivisilla bakteereilla (esim. 
Escherichia coli) on myös ulkomembraani. (1) 
Sytoplasma on solukalvon ympäröimänä. Solulimaa voisi kuvailla limaiseksi tai 
geelimäiseksi sen suuren proteiinipitoisuuden takia. Sytoplasmiseksi 
väliaineeksi kutsutaan kaikkea sytoplasman sisältämää materiaa, poissulkien 
perintöainesta eli DNA:ta. Solulimassa sijaitsee myös solun ribosomit, joissa 
solujen proteiinisynteesi tapahtuu. Solulima sisältää proteiineja ja entyymejä, 
vitamiineja, ioneja, nukleiini- ja aminohappoja ja niiden esiasteita, sokereita ja 
hiilihydraatteja ja niiden johdannaisia sekä rasvahappoja johdannaisineen. (1) 
Soluseinä antaa bakteerille sen muodon ja estää solujen osmoottisen 
hajoamisen, joka tapahtuisi ilman soluseinää, koska väkevä solulima aiheuttaa 
siihen jopa 5 – 25 atm suuruisen osmoottisen paineen.  
Bakteerien soluseinän rakenne on vain niille ominainen ja nimenomaan tämän 
johdosta antibioottien kehittäminen on ollut mahdollista. Bakteerien soluseinästä 
puuttuu esimerkiksi kasvien soluseinälle ominaiset hiilihydraattipolymeerit ja 
sienien soluseinälle ominainen kitiini. Bakteerit voidaan jakaa soluseinän 
rakenteensa osalta kahteen luokkaan, gram-positiivisiin ja gram-negatiivisiin 
bakteereihin. Molemmille tyypeille yhteistä on soluseinän ulkopuolinen 
peptidoglykaanikerros. Tanskalaisen tutkijan Gramin mukaan nimetty 
värjäystekniikka gramvärjäys tuo esiin näiden kahden luokan erot. Värjäyksessä 
gram-positiiviset bakteerit värjäytyvät tummansinivioleteiksi ja gram-negatiiviset 
vaaleanpunaisiksi. Gram-negatiivisten bakteerien soluseinässä voidaan nähdä 
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ylimääräinen ulkomembraani tarkasteltaessa gram-värjättyä bakteeria 
elektronimikroskoopilla. Gram-positiivisilla soluseinä on paksumpi. (1) 
Melkein kaikilla bakteereilla on solukalvonsa ulkopuolella jäykkä 
peptidoglykaanikerros eli mureiinikerros (murus=muuri, seinä), jonka ansiosta 
solun muoto ja koko pysyvät yllä. Peptidoglykaanikerros on muodostunut 
polymeerirakenteisesta peptidoglykaanista, joka ympäröi bakteerisolua pussin 
tavoin. (1). 
Peptidoglykaanimolekyylit koostuvat disakkariditetrapeptideistä, jotka ovat 
polymerisoituneet verkkomaiseksi pussiksi ja siinä pitkät polysakkaridiketjut 
yhdistyvät peptidisilloin. Nämä pitkät polysakkaridiketjut sisältävät kahta 
sokeria, N-asetyyliglukosamiinia (GlcNAc) ja sen N-asetyylimuraminaatiksi 
(MurNAc) kutsuttua johdannaista. Tätä johdannaista on luonnossa vain 
peptidoglykaanin komponenttina. 
Gram-negatiivisten bakteerien soluseinän ulkopuolella on 1 - 3 
peptidoglykaanikerrosta, mutta gram-positiivisten bakteerien seinässä kerroksia 
on jopa useita kymmeniä. (1) 
Peptidoglykaani on vastuussa soluseinän muodosta. Jos 
peptidoglykaanisynteesi estyy, esimerkiksi antibiootin tai eräiden entsyymien 
(lysotsyymi) vaikutuksesta, saattaa peptidoglykaaniseinämään syntyä reikä ja 
tästä seurauksena voi olla solun pullistuminen osmoottisen paineen johdosta ja 
lopulta solun halkeaminen. Peptidoglykaani on myös mahdollista hävittää 
tappamatta solua, jolloin gram-negatiivisesta bakteerista syntyy sferoplasti. 
Sferoplasti on ”seinätön”, mutta sillä on jäljellä solukalvon lisäksi myös osa 
ulkomembraania. Tällaisista ”seinättömistä” kasvukykyisistä bakteereista 
voidaan käyttää nimitystä L-muoto ja nämä ovat osmoottisesti erittäin heikkoja. 
(1)  
Gram-negatiivisen bakteerin soluseinässä on uloimpana ns. ulkomembraani, 
jollaista gram-positiivisella bakteerilla ei ole. Gram-negatiivisen bakteerin 
rakenteesta voidaan siis erottaa solukalvo, ohut peptidoglykaanikerros ja 
uloimpana ulkomembraani. Ulkomembraanin ja plasmamembraanin välinen tila 
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on nimeltään periplasminen tila. Puolet ulkomemraanista koostuu 
lipopolysakkaridista (LPS) ja pääosin se koostuu fosfolipideistä ja proteiineista. 
Entsyymejä ja proteiineja siinä on kuitenkin vähemmän kuin 
plasmamembraanissa. (1) 
Gram-negatiiviset bakteerit ovat resistenttejä monille antibiooteille, jotka 
kuitenkin vaikuttavat gram-positiivisiin bakteereihin. Tämä johtuu nimenomaan 
gram-negatiivisten bakteerien ulkomembraanista, joka epäspesifisestä 
vesiliukoisten molekyylien läpäisystään huolimatta estää suurempien 
vesiliukoisten molekyylien pääsyn kanaviensa läpi. Isäntäelimistön 
immuunipuolustukseen ulkomembraanilla on myös vaikutuksensa, sillä ellei 
esimerkiksi komplementti ole tehnyt ulkomembraaniin reikiä, ei lysotsyymi 
pääse vaikuttamaan bakteeriin. (1) 
LPS muodostaa suurimman osa ulkomembraanin ulkolipideistä, mutta 
sisäkerroksen lipidit ovat tavanomaisia fosfolipidejä. E.coli-bakteerin sisälipidinä 
on esimerkiksi kardiolipidi. (1) 
E.coli-bakteerilla, kuten muillakin gram-negatiivisilla bakteereilla on 
ulkokelmussaan muutamaa pääproteiinia (principal outer membrane proteins, 
POMP). E.coli-bakteerin kolme pääproteiinia ovat poriinit, mureiinilipoproteiinit 
sekä OmpA-proteiinit(outer membrane protein A). Nämä eroavat toisistaan sekä 
tehtäviltään että perusrakenteeltaan. E.coli-bakteerin ulkomembraanille 
ominaiset vesiliukoisten aineiden kanavat ovat poriinien aikaansaannoksia. 
Poriinit ovat suuria proteiineja, jopa 35 000 – 40 000 daltonia. Proteiineista 
pienimpiä taas ovat mureiinilipoproteiinit, jotka ovat vain n. 7000 daltonia. Se 
yhdistää ulkomembraania peptidoglykaaniin kiinnittymällä toisesta päästä 
kovalentisti peptidoglykaaniin, eli mureiiniin ja toisesta päästä kolmen lipidin 
välityksellä ulkomembraaniin. (1) 
Periplasminen tila sijaitsee ulkomembraanin ja sytoplasmisen membraanin 
välissä, jossa noin 50 periplasmista proteiinia ovat. Periplasmiset proteiinit ovat 
erikoistuneet erilaisiin tehtäviin; E.coli-bakteerin periplasminen maltoosin 
sitojaproteiini on erikoistunut ravinteiden kuljetukseen. (1) 
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Monilla bakteereilla on solun ulkopuolella polysakkaridista muodostunut hyvin 
hapan ja hydrofiilinen kapseli. Samalla bakteerilajilla voi olla koostumukseltaan 
erilainen kapseli. Voidaan puhua antigeenisista eroista, joiden perusteella 
bakteerilaji voi kuulua tiettyyn serologiseen ryhmään tai tyyppiin. Kapselillinen 
bakteeri on suojassa fagosytoosilta, komplementilta ja lysotsyymiltä sekä 
monilta muiltakin ympäristön haittavaikutuksilta. Useimmat kapselittomat 
bakteerit elävät paikoissa, joissa ne voivat aiheuttaa vain pinnallisia infektioita, 
kuten iholla ja limakalvoilla. Samoilla patogeenisilla bakteereilla saattaa olla 
myös kapselillinen muoto, jolloin ne voivat aiheuttaa yleisinfektioita. Jos 
isännällä on kapselivasta-aineita, saattavat ne opsonisoida bakteerin ja näin 
helpottaa fagosytoosia. Komplementti voi aktivoitua vasta-aineen ja kapselin 
reaktiosta ja sen C3b-komplementti tarttuu bakteerin pintaan. Nyt fagosyytti voi 
tarttua bakteeriin ja fagosytoida sen. Puolustautuessamme kapseloitunutta 
bakteeria vastaan käytämme siis koko puolustusketjuamme vasta-aine – 
komplementti – fagosyytti. Kapselipolysakkarideista on valmistettu rokotteita, 
mutta bakteerit ovat onnistuneet evoluution aikana muodostamaan pintaansa 
myös polysakkarideja, jotka immunisoivat huonosti tai eivät lainkaan. 
Rokotteiden valmistusta vaikeuttaa myös se, että joskus kapselin rakenne 
muistuttaa liikaa jotain elimistömme rakennetta, eikä immuunipuolustuksemme 
osaa hyökätä sitä vastaan. (1) 
Gram-positiivisten ja gram-negatiivisten bakteerien flagellat ovat toiminnaltaan 
ja rakenteeltaan melko samanlaisia. Flagellojen avulla bakteerit voivat liikkua 
ympäristössään ja niiden avulla bakteerit liikkuvat suotuisempia olosuhteita 
kohti. Tätä kutsutaan bakteerin kemotaksiaksi, jolloin liikkeen suunnan määrää 
veteen liuenneen kemikaalin gradientti. (2) Flagellaproteiinit toimivat 
isäntäelimistössä myös antigeeneina, mutta niillä on enemmän diagnostista 
merkitystä kuin suojavaikutusta. Flagellavasta-aineet kuitenkin immobilisoivat 
bakteerin tekemällä sen liikuntakyvyttömäksi. (1) 
Fimbriat aikaansaavat bakteerien kyvyn tarttua ympäristöönsä. Ne ovat 
ulkonäöltään ohuempia kuin falgellat. Tyypin 1 fimbrioiden päässä on 
adhesiiniproteiini, joka sitoutuu sille spesifiseen reseptoriin ja aiheuttaa 
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bakteerin tarttumisen. Tällaisia tyypin 1 fimbioita on etenkin gram-negatiivisilla 
bakteereilla. Koska tyypin 1 fimbriat ovat hydrofobisia, tarttuvat ne myös lasiin ja 
nestekerroksen pintaan. Suolistobakteereille fimbriat ovat elintärkeitä, etteivät 
ne huuhtoutuisi ulos suolesta. Myös patogeenisten bakteerien tarttumiskyky on 
niille elintärkeää, sillä niiden on pystyttävä tarttumaan kudoksiin ja välttymään 
elimistön mekaanisilta suojakeinoilta. Fimbriavasta-aineet vaikeuttavat tai 
estävät bakteerin kiinnittymistä ja ihmiselle kehitelläänkin fimbiarokotteita. 
Porsaille ja vasikoille ripulia aiheuttavaa enterotoksigeenista E.coli-bakteeria 
vastaan onkin jo kehitetty K88- ja K99-fimbriarokotteet. (1) 
3.1 Escherichia coli 
E.coli kuuluu Enterobacteriaceae-heimoon. E.coli on gram-negatiivinen 
sauvabakteeri, kuten muutkin samaan heimoon kuuluvat bakteerit. Valtaosa 
ihmisen suoliston normaaliflooran aerobisesta bakteerimassasta (n. 1 % 
kaikista suolistobakteereista) on E.coli-bakteeria. (1) E.coli on kooltaan noin 
1300 nm x 4000 nm (9).  
4 LUMINESENSSI JA ABSORBANSSI 
4.1 Luminesenssi 
Luminesenssi on ilmiö, jossa atomi palaa alemmalle energiatasolle, kun 
molekyylin tai atomin viritystila purkautuu. Ylimääräinen energia vapautuu ja 
aiheuttaa valoa, jota kutsutaan luminesenssiksi. Luminesenssin aikana ei 
vapaudu lämpöä. Luminesenssi voidaan jakaa bioluminesenssiin ja 
kemiluminesenssiin. 
Bioluminesenssi on luminesenssin muoto, jossa valon emissio syntyy jostain 
biologisesta systeemistä (10). Bakteerilusiferaasi on flaviini mono-oksygenaasi-
entsyymi, joka katalysoi lusiferiiniksi kutsutun aineen hapettumista 
oksilusiferiiniksi. Oksilusiferiini virittyy ja viritystilan purkautuessa syntyy sini-
33 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Saara-Liisa Aarnio  
vihreää valoa., joka on siis bioluminesenssia. (11) ja (12) Myös esimerkiksi 
tulikärpäsen hehku on bioluminesenssia (10). 
Kemiluminesenssilla tarkoitetaan luminesenssia, joka syntyy tiettyjen 
kemiallisten reaktioiden, kuten hapettumisen seurauksena. Parhaiten tunnettu 
kemiluminesenssia aiheuttava aine on luminoli, jonka hapettuessa emittoituu 
valoa. (10) 
4.1.1 Lusiferaasi-entsyymi 
Työssä käytetty E.coli sisältää modifioidun bakteerilusiferaasigeenin eli 
luxABCDE-geenin. Luonnossa geeni on muodossa luxCDABE. Pääasiallisesti 
bakteerilusiferaaseina käytetään syvänmeren bakteerin Vibrio harveyi ja 
toukassa elävän bakteerin Photorhabdus luminescens lusiferaaseja. 
4.1.2 Hidexin luminometri 
Hidexin luminometri (Plate CHAMELEON™V Multilabel Microplate Reader) on 
edelleen markkinoiden ainoa kuoppalevylukija, jonka suorituskyky riittää 
lukemaan radioleimattuja näytteitä, käyttäen tyypillisimpiä ei-radioleimattuja 
tekniikoita, kuten fluoresenssia, luminesenssia ja absorbanssia. Laite voidaan 
varustella myös siten, että sillä voidaan tehdä reaaliaikaisia 
fluoresenssimäärityksiä sekä fluoresenssipolarisaatiomäärityksiä. (13) Laitteen 
ohjelmistona on MS Windows® pohajinen MikroWin 2000. 
4.2 Absorbanssi 
Absorbanssi eli optinen tiheys (OD, optical density) perustuu Lambert-Beerin 
lakiin, jonka mukaan aineen absorbaation ja konsentraation välinen yhteys on 
lineaarinen. (5) Labert-Beerin laki lineaarisessa muodossa: 
      
, jossa A=absorbanssi, ɛ=molaarinen absorptiokerroin, c=aineen konsentraatio 
ja d=säteilyn kulkema matka liuoksessa (14). 
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Bakteerien kasvua voidaan havainnollistaa mittaamalla absorbanssia 
bakteerien eri kasvuvaiheessa ja piirtämällä tästä kasvukäyrä ajan funktiona. 
4.2.1 Bakteerimäärän vaikutus absorbanssiin  
Bakteerien lisääntyessä näytteessä, sen absorbanssi kasvaa. Kuvion 1 avulla 
voidaan lukea luminesenssin ja absorbanssin avulla bakteerin pesäkemäärä. 
 
 
Kuvio 1. RLU ja CFU OD:n funktiona 
5 LPS, EGTA JA PARASETAMOLI 
5.1 LPS 
LPS vaikuttaa erittäin toksisesti isäntäelimistöön, jonka vuoksi sitä kutsutaankin 
endotoksiiniksi. LPS on myös osa bakteerin suojakuorta ja siitä voidaan puhua 
myös tärkeänä antigeenisena rakenteena. LPS-molekyyli koostuu kolmesta 
osasta: lipidi A-osasta, ydinoligosakkaridiosasta ja O-antigeenisesta osasta. 
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Lipidi A:n rungon muodostaa disakkaridi, joka koostuu kahdesta GlcNAc:stä. 
Disakkaridiin on liittyneenä vain tälle molekyylille ominaisia β-hydroksihappoja. 
LPS:n polysakkaridiosa aiheuttaa sen vesiliukoisuuden ja sitä kautta sen 
voimakkaamman toksisuuden, mutta endotoksisuus johtuu kuitenkin lipidi A:sta. 
O-antigeeniosa on sokerirakenteinen ja sen tarkempi rakenne vaihtelee hyvin 
laajalti eri bakteerien välillä. Perusrakenteeltaan se on kuitenkin yksinkertaisista 
oligosakkaridiosista koostuva polymeeri. O-antigeeni on LPS:n uloin osa ja se 
kuuluukin bakteerin tärkeimpiin pinta-antigeeneihin. O-antigeeni suojaa solua 
muun muassa fagosytoosilta. (1) Toisaalta LPS myös aktivoi neutrofiilejä (15). 
5.2 EGTA 
EGTA (Ethylene glycol-bis(β-aminoethylether)-N, N, N', N-tetraacetic acid, 
C14H24N2O10) on toiminnaltaan analoginen EDTA:n kanssa, mutta sillä on 
EDTA:a voimakkaampi kyky kelatoida kahdenarvoisia kalsiumioneita. EGTA 
kelatoikin lähinnä vain kalsiumioneita eikä juurikaan magnesiumia, toisin kuin 
EDTA.  EGTA estää seerumissa klassisen aktivaatioreitin ja lektiinireitin, joten 
tällöin toimivaksi jää vain vaihtoehtoinen reaktiotie. 
5.3 Parasetamoli 
Parasetamolia käytetään kivun ja kuumeen lievitykseen, mutta se ei ole niin 
sanottu perinteinen tulehduskipulääke, sillä parasetamolilla on vain heikko anti-
inflamatorinen vaikutus. Parasetamolin käyttöä suositellaan, koska se ei lisää 
suolistoverenvuotoriskiä eikä vähennä mahan ja suoliston limakalvon 
suojatekijöitä. Parasetamolin liiallinen käyttö aiheuttaa maksavaurion eikä sitä 
suositellakaan runsaasti alkoholia nauttivalle henkilölle. (16)  
Parasetamolin vaikutusmekanismeja on tutkittu jo usean vuosikymmenen ajan. 
Ihmisen aivokuoresta ja sydämestä löytyy syklo-oksigenaasi-3-entsyymi (COX-
3-entsyymi), jonka estoon parasetamolin kuumetta ja kipua lievittävä vaikutus 
perustuu. Hiljattain sen vaikutuksia keskushermostoon ja etenkin serotoniini-
aineenvaihduntaan liittyen on myös alettu tutkimaan (17). 
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Suomessa lasten kuumelääkkeeksi kehotetaan käytettävän mielummin 
parasetamolia kuin esimerkiksi asetyylisalisyylihappoa tai ibuprofeiinia, vaikka 
viimeaikaisten tutkimusten valossa parasetamolin ollaan havaittu kasvattavan 
lasten riskiä sairastua astmaan sekä allergiseen nuhaan ja ihottumaan. 
Suositusta perustellaan kuitenkin sillä, että muiden tulehduskipulääkkeiden 
aiheuttamat haittavaikutukset ovat oleellisesti parasetamolin haittavaikutuksia 
vakavampia. Tutkimus aiheesta oli kolmannen vaiheen International Study of 
Asthma and Allergies in Childhood-tutkimus (ISAAC-tutkimus), johon osallistui 
13 – 14-vuotiaita astama ja allergiaoireista kärsiviä lapsia. Tutkimuksessa 
todettiin lapsuusajan parasetamolin käytön kasvattavan huomattavasti 
murrosikäisten lasten riskiä sairastua astmaan, allergiseen nuhaan ja 
allergiseen ihottumaan ja/tai olla paranematta astmasta, allergisesta nuhasta ja 
allergisesta ihottumasta. (18)  
6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
6.1 LPS 
Lipopolysakkaridina käytettiin kaupallista E.colin lipopolysakkaridi-rough 
(Calbiochem O55:B5). Lipopolysakkaridista tehtiin liuos, jonka lopullinen E.colin 
lipopolysakkaridipitoisuus oli 3 mg/ml. Tästä voitiin tehdä laimennokset taulukon 
9 mukaan käyttämällä ionivaihdettua vettä ja gHBSS-puskuriliuosta (liite1). 
6.2 EGTA 
EGTA-liuos valmistettiin Sigman EGTA-jauheesta ohjeen mukaan (liite 1). 
EGTS:n kemiallinen kaava on C14H24N2O10 ja sen moolimassa 380,35 g/mol 
(19). 
6.3 Parasetamoli 
Parasetamolina käytettiin Sigman kaupallista parasetamolia (4′-
Hydroxyacetanilide, 4-Acetamidophenol, N-Acetyl-4-aminophenol, APAP, 
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Acetaminophen), jota säilytettiin huoneenlämmössä. Parasetamolilaimennokset 
tehtiin punnitsemalla tätä ja liuottamalla ionivaihdettuun veteen. Parasetamolin 
eli asetaminofeenin kemiallinen kaava on CH3CONHC6H4OH ja sen 
moolimassa on 151,16 g/mol (20). 
6.4 Bakteerien kasvatus 
Bakteerina käytettiin Eschcerichia coli K-12 (pEGFPluxABCDEamp), jonka 
tiedot löytyvät taulukosta 2. 
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Taulukko 2. Bakteerin tiedot (Atosuo, Lehtinen, Lilius 2010) 
 
Bakteeria kasvatettiin ravistelemalla LB-mediumissa (liite 1), johon lisättiin 
ampisilliinia (liite1) 37 °C:ssa noin 15 tuntia. Kasvatuksen jälkeen sentrifugoitiin 
3000 rpm/15 min, kaadettiin supernatantti pois ja resuspentoitiin LB-mediumiin 
Bacterial strains and plasmids  
Bacteria  
 
Escherichia coli  K-12 strain M72 
(Sm
R
lacZ(Am)∆biouvrB∆trpE42[n7(Am)N53(Am)ca857∆H1]) 
(Bernhard et al., 1979) 
 
 
Plasmids 
 
P602/22lux   
 
                     Plasmid containing the bacteria luciferase gene            
                     luxABCDE                                                                                                
                     (Marko Virta) 
 
pEGFP 
  
                     pUC19-based (Viera and Messing, 1982) plasmid  
                     which contains enhanced green fluorescent protein  
                     (egfp) gene. The pUC-backbone provides a high-copy  
                     number origin of replication and an ampicillin- 
                     rersistant gene.  
                     (CLONTECH  Laboratories) 
 
pEGFPluxCDABEAmp 
 
                    pEGFP-based plasmid where luxABCDE gene of  
                    P602/22lux  is located downstream of egfp gene in  
                    dicistronic operon. 
                    (Janne Lehtinen)  
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ja 50 %:een glyseroliliuokseen (liite 1). Mitattiin absorbanssi aallonpituudella 
640 nm, joka oli 0,755. Jaettiin Eppendorf-putkiin ja pakastettiin -80 °C:ssa. 
6.5 Verinäytteet 
Verinäytteet otti siihen koulutuksen saanut henkilö, terveiltä vapaaehtoisilta 
luovuttajilta. Verinäytteet otettiin EDTA-putkiin (greiner bio-one, VACUETTE, 
3ml), jolloin niiden hyytyminen estyi. Verta käsiteltiin aina suojahansikkain ja 
suojalasein. 
6.6 Punasolujen lysointi 
Punasolut lysoitiin lyysauspuskurilla (liite 1) mukaillen artikkelia Colostral 
proteins from cows immunised with Streptococcus mutans/S. sobrinus support 
the phagocytosis and killing fo mutans sterptococci by human leucocytes (21). 
6.7 Seerumin valmistus 
Seerumipooliin vaaditaan vähintään viiden henkilön verta. Veri otettiin 
seerumiputkeen (VENOSAFE, VF-109SP, 9ml) ja annetaan seistä 45 – 60 min. 
Verisolut hyytyivät ja seerumi jäi pylvääksi hyytyneiden solujen päälle. Putket 
sentrifugoitiin 1500 rpm/10 min ja seerumi pipetoitiin Eppendorf-putkiin. 
Sentrifugointi toistettiin tarvittaessa. Seerumia säilytettiin pakkasessa -80° 
C:ssa. 
6.8 Tapon mittaaminen luminometrillä 
Luminometri soveltuu erinomaisesti bakteeritapon mittaamiseen, sillä bakteerin 
lähettämä valo on suoraan verrannollinen solumäärään. Lisäksi tappokokeissa 
bakteerin lähettämän valon väheneminen on suoraan verrannollinen tapettujen 
solujen määrään. 
Bakteeria kasvatettiin 37 °C/120rpm LB-meidumissa. Kasvatuksen jälkeen se 
sentrifugoitiin 3000 rpm/15 min ja resuspentoitiin HBSS-liuokseen. 
Laimennettiin kymmenesosaan gHBSS-liuoksella. Otettiin verinäytteet ja 
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lysoitiin punasolut, jonka jälkeen sentirfugoitiin 1500rpm/10 min. Resuspentoitiin 
1 ml:an gHBSS-liuosta. Pipetointi tehtiin läpinäkymättömälle 96-kuoppalevylle 
seuraavasti yhtä kuoppaa kohti:  
 50 µl E.coli-bakteeria + 60 µl gHBSS 
 50 µl E.coli-bakteeria + 50 µl neutrofiileja + 10 µl gHBSS 
 50 µl E.coli-bakteeria + 50 µl neutrofiileja + 10 µl seerumia 
 50 µl E.coli-bakteeria + 50 µl gHBSS 10 µl seerumia 
 muita aineita (LPS/parasetamol/ink. S/EGTA-S) 10 µl 
Reaktiot ajettiin yön yli 37 °C:ssa.  
6.9 Vasta-aineiden poistaminen seerumista 
Komplementtitapon mittaamisessa oli tarkoitus poistaa seerumista vasta-aineet. 
Tämä tapahtui inkuboimalla seerumia 30 min/4 °C Eppendorf-putkessa, jossa 
E.coli-pelletti, jonka jälkeen putki sentrifugoitiin 3000 rpm/15 min. Supernatantti 
siirrettiin seuraavaan Eppendorf-putkeen, jossa E.coli-pelletti. Tämä tehtiin 
kaikkiaan kolme kertaa. Vasta-aineet tarttuivat inkuboitaessa bakteeripellettiin ja 
jäljelle jäi vain komplementtitekijät, koska komplementti ei aktivoidu 4 °C:ssa. 
Tällaisella seerumilla pitäisi periaatteessa pystyä havainnollistamaan 
oikotieaktivaatiota. 
6.10 Bürker-Türkin solulaskukammio 
Verinäytteistä voitiin laskea leukosyyttien määrä Bürker-Türkin 
solulaskukammion avulla. Siinä solut laskettiin nelikulmaisista ruuduista. Näyte 
värjättiin kristallivioletilla ja pipetoitiin laskukammioihin. Mikroskopoitaessa 
käytettiin heikkoa okulaaria ja keskivahvaa objektiivia (22). 
6.11 Giemsa-värjäys 
Verinäytteistä valmistettiin myös verisivelynäyte, joka värjättiin Giemsa-
värjäyksellä seuraavasti: sivelynäyte kiinnitetään metanolissa ja ilmakuivataan, 
jonka jälkeen se kastetaan Giemsa-liuokseen ja annetaan värjäytyä 20 min. 
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Lopuksi huuhdotaan tislatulla vedellä ja kuivataan suodatinpaperin välissä. 
Värjäyksen tuloksena voidaan laskea neutrofiilit mikroskopoimalla, joiden 
jyväset erottuvat punertavan sinipunaisina. Kuvassa 6 näkyy taustalla 
punasoluja ja ylempänä kaksi leukosyyttiä sekä alempana kaksi neutrofiiliä, 
joiden tumat ovat värjäytyneet. Kuvassa 7 neutrofiilin granulat eli jyväset ja sen 
tuma erottuvat selvärajaisemmin kuin kuvassa 6. 
 
Kuva 6. Mikroskooppinäkymä 14.9.2010 tehdyn ajon verisivelynäytteestä 
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Kuva 7. Mikroskooppinäkymä  22.11.2010 tehdyn ajon verisivelynäytteestä 
7 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 
Tässä kappaleessa esitellään aluksi verinäytteistä tehtyjen 
mikroskooppitutkimusten tulokset, joiden avulla voidaan kertoa valkosolujen 
määrät verinäytteissä sekä neutrofiilisten granulosyyttien osuudet näytteissä. 
Tämän jälkeen käydään läpi tuloksia kuvaajien muodossa sekä tarkastellaan 
tapettujen bakteerien määriä laskennallisesti taulukoittain. Eksperimenteistä, 
joissa neutrofiilit ovat fagosytoineet bakteereja, on laskettu myös kuinka monta 
bakteeria yksi neutrofiili fagosytoi. 
7.1 Mikroskopoinnin tuloksia 
Verisivelynäytteet värjättiin Giemsa-värjäyksellä, jonka avulla veren solut 
erottuvat mikroskoopissa erinäköisinä. Näin näytteistä voitiin laskea neutrofiilien 
osuus näytteen kaikkien leukosyyttien osuudesta. Tulokset näkyvät taulukossa 
3 ja voidaan havaita, että tutkimuksessa käytetyn veren neutrofiilimäärä on noin 
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26 – 33 % kaikista valkosoluista. Tämä on hieman alakanttiin, sillä annetut 
viitearvot neutrofiileille ovat 40 – 75 % kaikista valkosoluista (23). Syyksi tähän 
voidaan epäillä Giemsa värjäysten huonoa laatua ja siitä seurannutta tulkinnan 
vaikutta. Sivelynäytteistä tulisi laskea valkosolujen määrä aina 200 asti, mutta 
7.9.2011 tehty sivelynäyte oli hieman pienempi kuin muut, joten kokonaismäärä 
jäi luultavasti sen takia vain 155. Toisaalta neutrofiilejä tässä näytteessä on 
suhteellisesti enemmän kuin muissa. 
Taulukko 3. Verisivelynäytteiden mikroskopointi 
Päivä Neutrofiilit (lkm) Valkosolut yht. 
(lkm) 
Neutrofiilien 
osuus 
prosentteina 
(%) 
7.9.2010 51 155 32,9 
14.9.2010 58 202 28,7 
28.9.2010 57 200 28,5 
22.11.2010 55 208 26,4 
24.11.2010 60 210 28,6 
 
Taulukossa 4 on esitetty leukosyyttien määrä millilitrassa Bürker-Türkin 
solulaskukammion avulla laskettuna. Leukosyyttimäärä voidaan laskea 
kertomalla solukammiosta laskettu määrä x 105, jolloin saadaan valkosolujen 
määrä millilitraa kohden (valkosolut x 105/ml). Viitearvot valkosoluille ovat 3,4 – 
8,2 x 106/ml (23). Neutrofiilien määrä näytteessä voidaan laskea 
sivelynäytteestä saadun osuuden avulla. Nämä arvot on esitetty taulukossa 5. 
Viitearvot neutrofiileille ovat 1,4 – 6,2 x 106/ml (23). Taulukon 5 laskennalliset 
neutrofiilimäärät mahtuvat raja-arvoihin, vaikka prosentuaalinen osuus kaikista 
leukosyyteistä jäikin rajojen ulkopuolelle. 
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Taulukko 4. Leukosyyttien määrä Bürker-Türkin solulaskukammion avulla 
Päivä Bürker-Türkin 
solulaskukammion (10 µl) 
yksi iso ruutu (molemmat 
kammiot) 
Solua/ml 
x 106 
 
7.9.2010 64/71 6,4/7,1 
14.9.2010 65/53 6,5/5,3 
28.9.2010 67/72 6,7/7,2 
22.11.2010 69/67 6,9/6,7 
24.11.2010 67/70 6,7/7,0 
 
Taulukko 5. Neutrofiilien määrä näytteissä 
Päivä Valkosolut/ml 
x 106 
Neutrofiilit/ml 
x 106 
7.9.2010 6,8  2,2 
14.9.2010 5,9  1,7 
28.9.2010 7,0 2,0 
22.11.2010 6,8 1,8 
24.11.2010 6,9 2,0 
 
7.2 E.coli-bakteerin tappaminen neutrofiileillä ja seerumilla 
Kuten aikaisemmin todettiin, bakteerin lähettämä valo on suoraan 
verrannollinen solumäärään. Lisäksi tappokokeissa bakteerin lähettämän valon 
väheneminen on suoraan verrannollinen tapettujen solujen määrään.  
Kuviosta 2 ja taulukosta 6 voidaan nähdä ihmisen synnynnäisen immuniteetin 
vaikutus E.coli-bakteerin tappoon. Tarkkaillaan reaktion ajanhetkeä 60 min. 
Neutrofiilejä on ollut 150 000/kuoppa. Käyrä, joka kuvaa fagosytoosia ja 
neutrofiilien toimintaa on punainen (E.coli+solut). Pelkkä fagosytoosi ei tässä 
tapauksessa riitä tappamaan bakteeria. Pelkkä 1 % seerumi yksinään tappaa jo 
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89,5 %:isesti. Parhaiten tappoa eli noin 98,5 % aiheuttaa neutrofiilit ja 1 % 
seerumi yhdessä, jolloin bakteeri on opsonisoitu ja neutrofiilien fagosytoosi 
helpottunut. Näin voidaan todeta, että opsonisaatiolla on huomattava vaikutus 
neutrofiilien toimintaan ja merkittävä rooli synnynnäisessä 
immuunipuolustuksessa. Tulehdusreaktioiden ensivaiheessa neutrofiilit ovat 
immuunipuolustuksen soluista vallitsevina, joten kuvaajien ”soluilla” tarkoitetaan 
nimenomaan neutrofiilejä granulosyyttejä. 
Taulukosta 7 nähdään, kuinka monta bakteeria yksi neutrofiili on tappanut. Kun 
ajossa on ollut mukana seerumia, neutrofiilien tappokapasiteetti on ollut 1,3 – 
2,0 bakteeria, yhtä neutrofiiliä kohti. 
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Kuvio 2. . E.coli-bakteerin tappaminen neutrofiileillä ja seerumilla ja 
opsonisaation vaikutus 
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Taulukko 6. Bakteerisolumäärät alussa ja 60 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 14.9.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 106 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 106 
Tapetut 
bakteerit 
(%) 
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 106 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 106 
E .coli alussa 6,3 0,3 - - - 
E. coli+solut 3,8 0,2 - - - 
E. coli+solut+1 
% S 
3,8 0,2 98,5 3,8 0,2 
E .coli+1 % S 6,8 0,3 89,5 6,1 0,3 
 
Taulukko 7. Yhden neutrofiilin tappamien bakteerien lukumäärä seerumin 
kanssa ja ilman sekä LPS:n kanssa 
  Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 10
5
 
 
Neutrofiilit/kuoppa 
x 10
5
 
 
Yhden 
neutrofiilin 
tappamien 
bakteerien 
lkm. 
14.9.2010 E.coli+solut+1%S 1,9 1,5 1,3 
7.9.2010 E.coli+solut+1%S 2,4 1,5 1,6 
 E.coli+solut+1%S+LPS1 2,7 1,5 1,8 
 E.coli+solut+1%S+LPS2 2,4 1,5 1,6 
 E.coli+solut+1%S+LPS3 3,1 1,5 2,0 
 E.coli+solut+1%S+LPS4 2,4 1,5 1,6 
 E.coli+solut+1%S+LPS5 2,2 1,5 1,5 
 E.coli+solut 2,2 1,5 1,5 
 E.coli+solut+LPS1 0,09 1,5 0,6 
 E.coli+solut+LPS2 0,15 1,5 0,1 
 E.coli+solut+LPS3 - 1,5 - 
 E.coli+solut+LPS4 0,001 1,5 - 
 E.coli+solut+LPS5 0,1 1,5 0,1 
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7.3 Eri seerumilaimennosten vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
Kuviossa 3 on eri seerumilaimennoksia. Mukana ei siis ole valkosoluja. 
Suurimmat seerumipitoisuudet 20, 30, 40 ja 50 % tappavat jo 20 minuutin 
vaiheilla ja 10 % seerumi jo ennen 40 minuuttia. Tämän seerumierän 1 % 
seerumi ei ole tarpeeksi tehokas tappamaan bakteeria, vaikka esimerkiksi 
kuviossa 2, 1-prosenttinen seerumi tappaakin. Käyrät asettuvat viuhkaksi 
pitoisuusjärjestykseen, kuten oli odotettavissakin. Taulukosta 8 voi lukea 
seerumilaimennosten tappamien bakteerien määrät. 
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Kuvio 3. Eri seerumilaimennosten vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
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Taulukko 8. Bakteerisolumäärät alussa ja 60 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 22.11.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 106 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 105 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 106 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 105 
E. coli 
alussa 
5,9 3,0 - - - 
E. coli+1 % 
S 
2,3 1,1 - - - 
E. coli+2 % 
S 
2,3 1,1 - - - 
E. coli+3 % 
S 
2,3 1,1 48,8 1,1 0,6 
E. coli+4 % 
S 
2,3 1,1 69,3 1,6 0,8 
E. coli+5 % 
S 
2,3 1,1 93,8 2,1 1,1 
E. coli+10 % 
S 
1,8 0,9 98,6 1,8 0,9 
E. coli+20 % 
S 
1,8 0,9 98,6 1,8 0,9 
E. coli+30 % 
S 
1,8 0,9 99,3 1,8 0,9 
E. coli+40 % 
S 
1,2 0,6 99,0 1,2 0,6 
E. coli+50 % 
S 
1,2 0,6 99,0 1,2 0,6 
 
7.4 Lipopolysakkaridin vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
LPS:n uloimman rakenteen, O-antigeenin tehtävänä on muun muassa suojata 
bakteeria fagosytoosilta. Toisaalta LPS myös houkuttelee fagosyyttejä paikalle 
sekä aktivoi niitä.  
Taulukossa 9 on esiteltynä eri LPS-laimennoksien pitoisuudet. Kuviota 4 
tarkasteltaessa voidaan huomata, kuinka LPS-käyrät kulkevat rinnakkain, 
eivätkä lisää neutrofiilien fagosytoosia, vaikka näin olisi voinut odottaa 
tapahtuvan. Kuviosta 5 voidaan havaita, että LPS on voimistanut komplementti- 
ja fagosytoositappoa, kun nämä toimivat yhdessä. Luultavasti opsonisaatio on 
lisännyt neutrofiilien fagosytoosia ja samalla myös lisännyt neutrofiilien LPS:n 
tunnistamista. Erot voidaan havaita myös taulukoista 10 ja 11. Kuvion 4 LPS-
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käyrät eivät asetu pitoisuusjärjestykseen ja tämä saattaa johtua vihreestä, joka 
on syntynyt pipetoitaessa erittäin pieniä pitoisuuksia kuoppalevyn kuoppiin. 
Taulukosta 7 nähdään, kuinka monta bakteeria yksi neutrofiili on tappanut. Kun 
ajossa on ollut mukana seerumia, neutrofiilien tappokapasiteetti on 1,3 – 2,0 
bakteeria, yhtä neutrofiiliä kohti ja pelkällä fagosytoosilla neutrofiilit ovat 
tappaneet parhaimmillaan 1,5 bakteeria. 
Taulukko 9. Lipopolysakkaridipitoisuudet 
LPS 1 2,3 µg/ml 
LPS 2 1,15 µg/ml 
LPS 3 0,6 µg/ml 
LPS 4 0,3 µg/ml 
LPS 5 0,15 µg/ml 
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Kuvio 4. LPS:n ja neutrofiilien vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
51 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Saara-Liisa Aarnio  
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
10
100
1000
10000
100000
LPS 1=2,3ug
LPS 2=1,15ug/ml
LPS 3=0,6ug/ml
LPS 4=0,3ug/ml
LPS 5=0,15ug/ml
R
L
U
min
 E.coli
 E.coli+solut+S1%
 E.coli+solut+S1%+LPS 1
 E.coli+solut+S1%+LPS 5
  E.coli+solut+S1%+LPS 3
  E.coli+solut+S1%+LPS 4
  E.coli+solut+S1%+LPS 2
7.9.10
OD=0,37
1/10 E.coli
E.coli+solut+S1%+LPS:t
 
Kuvio 5. LPS:n, neutrofiilien ja seerumin vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
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Taulukko 10. Bakteerisolumäärät alussa ja 60 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 7.9.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 10
6
 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 10
5
 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 10
5
 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 10
5
 
E. coli alussa 7,4 3,7 - - - 
E. coli+solut 5,2 2,6 84,0 44,0 2,2 
E. coli+solut+LPS1 6,0 3,0 2,8 1,7 0,09 
E. coli+solut+LPS2 4,6 2,3 6,7 3,1 0,15 
E. coli+solut+LPS3 5,0 2,5 - - - 
E. coli+solut+LPS4 4,6 2,3 0,1 0,02 0,001 
E. coli+solut+LPS5 5,1 2,5 4,4 2,2 0,1 
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Taulukko 11. Bakteerisolumäärät alussa ja 60 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 7.9.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 10
6
 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 10
5
 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 10
6
 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 10
5
 
E. coli alussa 7,4 3,7 - - - 
E. coli+solut+1 % S 5,0 2,5 94,8 4,8 2,4 
E. coli+solut+1 % 
S+LPS1 
5,4 2,7 99,5 5,3 2,7 
E. coli+solut+1 % 
S+LPS2 
4,9 2,5 99,7 4,9 2,4 
E. coli+solut+1 % 
S+LPS3 
6,3 3,1 99,6 6,2 3,1 
E. coli+solut+1 % 
S+LPS4 
5,0 2,5 98,6 4,9 2,4 
E. coli+solut+1 % 
S+LPS5 
4,4 2,2 99,7 4,4 2,2 
 
7.5 Parasetamolin vaikutus E.coli-bakteerin tappoon 
Taulukossa 12 on esiteltynä eri parasetamol-laimennosten pitoisuudet. 
Kuvioista 6 voidaan havaita, että parasetamolilla ei ole vaikutusta E.coli-
bakteerin tappoon. Tämä olikin odotettavissa, sillä parasetamolilla ei ole 
juurikaan tulehdusta lievittävää vaikutusta. Katsottaessa kuviota 6 hieman 
eteenpäin 100 minuuttiin asti, P1-käyrä laskee hieman nopeammin kuin muut 
käyrät, mutta tämä ero on varsin vähäinen. Taulukosta 13 havaitaan, että 
neutrofiilit ja seerumi ovat tappaneet 9,2 x 104 bakteeria/kuoppa ja 
parasetamolin kanssa ne ovat tappaneet vain 8,6 – 8,9 bakeeria/kuoppa. 
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Taulukko 12. Parasetamolipitoisuudet 
P1 5 mg/ml 
P2 0,5 mg/ml 
P3 0,05 mg/ml 
P4 0,005 mg/ml 
P5 0,0005 mg/ml 
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Kuvio 6. 1 % seerumin ja parasetamolilaimennosten yhteisvaikutus E.colin 
tappoon 
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Taulukko 13. Bakteerisolumäärät alussa ja 60 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 28.9.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 10
6
 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 10
5
 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 10
6
 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 10
4
 
E. coli 3,9 2,0 - - - 
E. coli+1 % S 1,9 0,9 98,3 1,8 9,2 
E. coli+1 % S+P1 1,8 0,9 98,1 1,8 8,9 
E. coli+1 % S+P2 1,8 0,9 98,0 1,8 8,9 
E. coli+1 % S+P3 1,8 0,9 98,1 1,8 8,8 
E. coli+1 % S+P4 1,8 0,9 97,6 1,8 8,9 
E. coli+1 % S+P5 1,8 0,9 98,0 1,7 8,6 
 
7.6 Komplementin vaihtoehtoisen reaktiotien mittaminen 
Tarkoituksena oli mitata pelkkää komplementtitappoa. Inkuboidussa seerumissa 
oli jäljellä vain vaihtoehtoinen reaktiotie, sillä vasta-aineet poistettiin, kuten 
kappaleessa 6.9 selostettiin. Käyttämällä EGTA-seerumia saatiin referenssiksi 
vaihtoehtoinen reaktiotie. Seerumeina käytettiin 1 %, 5 % ja 10 % seerumia. 
Tarkastellaan ajanhetkeä 80 min. Kuvioista 7, 8 ja 9 voidaan havaita, että 
suorat E.coli+ink.S ja E.coli+S+EGTA eivät kulje rinnakkain, vaikka näin olisi 
odotettu tapahtuvan. EGTA:a sisältävä seerumi on tappanut nopeammin kuin 
tavallinen tai inkuboitu seerumi. Luultavasti inkuboitaessa on hävinnyt muutakin 
kuin vasta-aineita, kuten liukoista C3:sta. Taulukosta 15 nähdään, että 
inkuboidun ja EGTA-seerumin välinen ero on suurimillaan melkein 20 %. Niin 
EGTA kuin seerumikin käyttäytyvät toisin kuin oli odotettu. 5- ja 10-prosenttisten 
seerumien välisen eron olisi kuulunut olla suurempi, kun verrataan eroa kuvion 
3 osoittamiin eroihin kyseisten seerumien välillä. Taulukosta 14 nähdään, että 
yhtään bakteeria ei ole tapettu. Taulukoista 15 ja 16 nähdään, että tapettujen 
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bakteerien määrä on hyvin samansuuruinen molemmissa tapauksissa, vaikka 
seerumien välinen pitoisuusero on ollut 5 %. Kaikissa kolmessa tapauksessa 
seerumi on tappanut todella huonosti. 
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Kuvio 7. Tavallisen 1 % seerumin, vasta-aineettoman 1 % seerumin ja 1 % 
EGTA-seerumin aiheuttama E.coli-bakteerin tappo 
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Taulukko 14. Bakteerisolumäärät alussa ja 80 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 24.11.2010. E.coli-bakteeri on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 106 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 105 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 106 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 106 
E. coli 7,3 3,7 - - - 
E. coli+1 % S 6,9 3,4 - - - 
E. coli+ink.1 
% S 
7,2 3,6 - - - 
E. coli+1 % S-
EGTA 
8,1 4,1 - - - 
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Kuvio 8. Tavallisen 5 % seerumin, vasta-aineettoman 5 % seerumin ja 5 % 
EGTA-seerumin aiheuttama E.coli-bakteerin tappo 
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Taulukko 15. Bakteerisolumäärät alussa ja 80 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 24.11.2010. E.coli on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 106 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 105 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 106 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 105 
E.coli 7,3 3,7 - - - 
E.coli+5 % S 6,2 3,1 85,9 5,3 2,6 
E.coli+ink.5 % 
S 
6,5 3,2 73,3 4,7 2,4 
E.coli+5 % S-
EGTA 
7,1 3,5 92,5 6,5 3,3 
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Kuvio 9. Tavallisen 10 % seerumin, vasta-aineettoman 10 % seerumin ja 10 % 
EGTA-seerumin aiheuttama E.coli-bakteerin tappo. 
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Taulukko 16. Bakteerisolumäärät alussa ja 80 min kohdalla sekä tapettujen 
bakteerien määrät, 24.11.2010. E.coli on laimennettu 1:10. 
 Bakteerien 
lkm/ml 
x 10
6
 
Bakteerien 
lkm/kuoppa 
x 10
5
 
Tapetut 
bakteerit 
(%)  
 
Tapetut 
bakteerit/ml 
x 10
6
 
Tapetut 
bakteerit/kuoppa 
x 10
5
 
E. coli 7,3 3,7 - - - 
E. coli+10 % S 5,7 2,8 95,1 % 5,4 2,7 
E. coli+ink.10 % 
S 
5,8 2,9 94,5 % 5,5 2,7 
E. coli+10 % S-
EGTA 
6,3 3,1 96,6 % 6,0 3,0 
 
8 YHTEENVETO 
Tutkimuksessa oli tarkoitus kartoittaa ja mitata erilaisia ihmisen synnynnäisen 
immuniteetin tapoja tappaa E.coli-bakteeria. Mittausmenetelmänä käytettiin 
luminesenssia, koska bakteerin lähettämästä luminesenssivalosta voidaan 
suoraan havaita bakteerimäärä ja tapettujen bakteerisolujen määrä. Tutkimus 
keskittyi neutrofiilisten granulosyyttien aiheuttamaan fagosytoosiin sekä 
seerumin komplementtitappoon ja opsonisaation vaikutukseen fagosytoosissa.  
Varteenotettavat tulokset kulkivat käsi kädessä kirjallisuuden tietojen kanssa ja 
mittauksia toistettiinkin aina vähintään kolme kertaa jokaisesta tilanteesta, jotta 
tuloksiin voitiin luottaa. Tulokset osoittivat siis sen, mitä jo tiedettiin - ihmisen 
synnynnäinen immuniteetti tarvitsee toimiakseen sekä soluvälitteisiä 
puolustusmekanismeja (fagosytoosi) että humoraalisia puolustusmekanismeja 
(komplementti). Parasetamol ei myöskään lisää tappotehokkuutta, kuten 
tiedossa olikin. LPS-ajon tulokset jäivät hieman arvelluttamaan, sillä odotettiin, 
että se olisi aktivoinut neutrofiilejä tappamaan bakteeria kiivaasti, vaikka nyt 
tuloksissa ei havaittu mitään suurempaa bakteeritappotehokkuutta. LPS-
pitoisuuksia olisi luultavasti pitänyt optimoida lisää, vaikka näilläkin pitoisuuksilla 
olisi pitänyt tehokkaampaa neutrofiiliaktivaatiota saada aikaiseksi. EGTA-
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seerumin ja inaktivoidun seerumin vaikutukset jäivät myös odotuksista 
poikkeaviksi, vaikka kyseinen ajo toistettiin kolmesti, kuten muutkin työn ajot. 
Luultavasti inaktivoitaessa hävitettiin myös liukoista C3:a, jonka takia 
vaihtoehtoisen reaktiotien käynnistyminen jäi vajaaksi. Epäilen myös suuresti 
kyseistä seerumierää ja sen tasalaatuisuutta.  
Luminesenssin mittaaminen Hidexin-luminometrillä oli käyttäjäystävällistä ja ajot 
saatettiin suorittaa yön yli. Hidexin reliabiliteetti tuli varmistettua useiden 
mittaustoistojen sekä toisen vastaavan laitteen (Berthold) antamien tulosten 
valossa. Mittarin validiteettiin voitiin luottaa, sillä samalla laitteella oli tehty jo 
aikaisemmin täysin vastaavia mittauksia ja laajempia tutkimuksia. Aikaa 
tutkimukseen kului enemmän kuin oli suunniteltu, koska Hidex jouduttiin 
huoltamaan kesken tutkimusten, sillä siihen tuli laitehäiriö. Huollon jälkeen laite 
toimi taas luotettavasti. Työssä ei aiheutunut korkeita kustannuksia, sillä 
laitehankintoja tai kalliita tavarahankintoja ja reagenssihankintoja ei jouduttu 
tekemään. Eniten kului valkoisia 96-kuoppalevyjä, Falcon-putkia, Eppendorf-
putkia sekä verinäyteputkia. 
Sain erittäin asiantuntevaa ohjausta ja työhöni paneuduttiin aidolla 
mielenkiinnolla. Laboratoriotyöskentely, tulosten tulkitseminen ja esittäminen 
tuntui ensimmäistä kertaa luontevalta ja minulle aukesi myös ikkuna 
yliopistotutkijan arkeen. Tutkimus oli alunperin laajempi, mutta tähän julkaisuun 
valittiin vain esittämäni tulokset, jotta opinnäytetyön laajuus pysyi kohtalaisena. 
Tutkimusta olisi vielä voitu jatkaa tekemällä näytteistä maljaukset ja tutkimalla, 
kuinka samanlaisina tulokset näkyisivät maljoilla. Lisäksi tarkoituksena on tehdä 
fagosytoosianalyysia virtaussytometrillä ja ehkä myös bakteerien LIVE/DEAD-
analyysiä. Tutkimusta oli tarkoitus laajentaa käyttämällä myös Photorhabdus 
luminescence-bakteeria, mutta kannan, jota tämän tutkimuksen aikana saatiin 
käyttöön, kasvattaminen oli erittäin haastavaa, eikä laajempaa tutkimusta olisi 
voitu kyseisen ajan puitteissa suorittaa. 
Tämä tutkimus voitaisiin suorittaa samalla tavalla P.luminescens-bakteerilla, 
kunhan kanta olisi ärhäkämpi ja sitä olisi mahdollista kasvattaa tämänhetkisissä 
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olosuhteissa. Tutkimus voitaisiin tällaisenaan toteuttaa myös muilla 
bioluminesoivilla bakteereilla. Lisäksi olisi mielenkiintoista toistaa 
perustappokoetta (luku 7.2) eri ihmisistä otetulla verellä ja vertailla keskinäisiä 
eroja, kuten fagosytoosin ja opsonisaation käynnistymisaikaa ja voimakkuutta. 
Parasetamolin vaikutuksien lisäksi voisi tutkia myös ibuprofeiinin, 
asetyylisalisyylihapon sekä naprokseenin aiheuttamaa bakteeritappoa 
vastaavasti eri lääkeainelaimennoksilla. Tutkimusta voisi myös jatkaa 
esimerkiksi syöpäsolujen kanssa ja mitata kuinka luonnollinen immuniteetti ja 
etenkin NK-solut saattavat syöpäsoluja apoptoosiin. Ihannetilanteessa haluaisin 
tehdä immunologista tutkimusta ihmisen elintapojen vaikutuksesta luonnolliseen 
immuniteettiin. Tässä tarvittaisiin kuitenkin erittäin laajoja ja yhtenäisiä joukkoja 
vapaa-ehtoisia ja luotettavia verenluovuttajia. 
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Työssä käytettyjen liuosten valmistusohjeita 
LB-medium 
Punnitaan seuraavat aineet: 
10g Tryptone 
5g Yeast extract 
5g NaCl 
Aineet liuotetaan 1000 ml:aan ionivaihdettua vettä. Liuos annostellaan 
säilöpulloihin ja autoklavoidaan 121 °C, 15 min. Pullot säilytetään 
kylmähuoneessa.  
10x CMF-HBSS-liuos (pH 7.4) 
Punnitaan seuraavat aineet: 
80g NaCl 
4g KCl 
0,48g Na2HPO4 
3,5g NaHCO3 
0,6g KH2PO4 
10g Gelatiini 
Aineet liuotetaan 1000 ml:aan ionivaihdettua vettä. pH säädetään. Liuos 
annostellaan Falcon-putkiin, 10 ml kerrallaan ja pakastetaan. 
Magnesiumin varastoliuos 
Punnitaan 0,5 g MgCl2 x 6H2O ja 0,5 g MgSO4 x 7H2O ja liuotetaan 100 ml:aan 
ionivaihdettua vettä. 
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Kalsiumin varastoliuos 
Punnitaan 0,925 g CaCl2 x 2H2O ja liuotetaan 100 ml:aan ionivaihdettua vettä. 
gHBSS 
10 ml 10 x CMF-HBSS 
2 ml Ca-varastoliuos 
2 ml Mg-varastoliuos 
100 mg Gelatiini 
Sulatetaan pakkasesta 10 x CMF-HBSS-liuos ja kaadetaan se säilöpulloon. 
Pipetoidaan Ca- ja Mg-varastoliuokset pulloon. Punnitaan gelatiini ja lisätään 
pulloon. Liuotetaan 86 ml:aan ionivaihdettua vettä. Pidetään lämpöhauteessa ja 
ravistellaan, kunnes gelatiini on liuennut. Säilytetään jääkaapissa. 
50 % Glyseroliliuos 
Liuotetaan 15 ml puhdasta glyserolia 15 ml:aan ionivaihdettua vettä. 
Lyysauspuskuri 
41,5 g NH4Cl 
4,2 g NaHCO3 
1,85 g EDTA 
Aineet liuotetaan 500 ml:aan ionivaihdettua vettä. Liuos säilytetään jääkaapissa 
säilöpullossa. 
Ampisilliini, 100mg/ml 
Punnitaan 500 mg ampisilliinia ja liuotetaan 5 ml:aan ionivaihdettua vettä. 
Pipetoidaan Eppendorf-putkiin ja pakastetaan. 
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EGTA-liuos (pH 7,45) 
Punnitaan seuraavat aineet: 
0,38 g EGTA-jauhe 
0,2 g MgCl2 • 6H2O 
Liuotetaan aineet 9 ml:aan ionivaihdettua vettä ja 1 ml:aan NaOH-liuosta 
(0,7g/ml). Pipetoidaan Eppendorf-putkiin ja pakastetaan.
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